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Introduction 

A 1 'heure de 1 'union européenne et de la monnaie umque, le consommateur 

occidental se trouve devant une palette de choix de plus en plus grande. Les 

produits, tant dans l'alimentaire que dans d'autres domaines, se doivent d'être 

efficaces, peu coûteux et surtout d'une qualité irréprochable, car la concurrence 

est de plus en plus dure. En opposition avec cet élan d'ouverture, une 

impression de recadrage sur des valeurs plus concrètes apparaît. Les termes 

« naturel », « authentique », « terroir », font vendre car le consommateur a 

besoin de retrouver des repères plus proche de lui et de son quotidien. Les 

produits biologiques sont en plein essor. Les dogmes «qualité» et «sécurité 

alimentaire», cohabitent avec les mentions «sans conservateur» ou « 100% 

biologique ». 

Pour faire face à ce nouvel environnement, le producteur doit s'adapter aux 

contradictions du consommateur qui souhaite un poisson frais ou des salades 

prêtes à 1' emploi capables de se conserver plus d'une semaine au réfrigérateur. 

Les nouveaux conservateurs doivent être naturels avec un spectre d'action très 

large, une durée de vie longue et sans interaction avec le produit. Ce challenge 

est parfois difficile à remplir et 1 'encapsulation peut, dans de nombreux cas, 

être une solution pour obtenir un compromis entre ces différents impératifs . 

Les techniques employées dans le domaine de l'encapsulation sont issues de la 

pharmacie . De nombreuses méthodes ont été mises au point pour protéger les 

principes actifs. Aujourd'hui, de nouvelles applications apparaissent dans 

1' agroalimentaire, 1 'expérience des pharmaciens permettant une évolution rapide 

des techniques. 

Cette contribution a pour objectif la mise au point d'une microbille contenant un 

système multienzymatique complet à usage alimentaire compatible avec une 

utilisation industrielle et à multiples applications . L'association enzymatique 

retenue comme modèle est le système lactoperoxydase 1 thiocyanate 1 peroxyde 

d'hydrogène associé à un générateur enzymatique d'H 20 2 , le couple 

glucose/glucose oxydase. Ce système produit, majoritairement, un puissant 

agent antibactérien, appelé hypothiocyanite. 
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L'utilisation de cet hypothiocyanite est délicate car il est peu stable et sa 

purification n'est pas encore au point. C'est pourquoi le système 

multienzymatique producteur lui est souvent préféré . Parallèlement, à ce 

système lactoperoxydasique que l'on peut qualifier de «classique», deux 

variantes sont aussi étudiées . La première est un système simplifié sans substrat 

pour la lactoperoxydase . Il permet la quantification de l'activité antibactérienne 

due à la production de peroxyde d'hydrogène . C'est donc un système témoin. La 

seconde variante fait intervenir de l'iodure de potassium à la place du 

thiocyanate de potassium, elle est appelée système « substitué ». Cette 

modification entraîne des changements d'activité antibactérienne mais aussi de 

propriétés physico-chimiques Ce sont donc trois complexes enzymatiques qui 

sont étudiés. 

Après avon défini la mise en œuvre d'une procédure d' encapsulation dans la 

revue bibliographique, la mise au point de la microbille débute par la définition 

des différentes conditions d'étude. Sui te à cette réflexion préliminaire, la 

réalisation proprement dite commence par la création d'un noyaux sec contenant 

les substrats des complexes multienzymatiques. La détermination des méthodes 

et des matériaux employés s'effectue toujours dans le respect de la législation 

du domaine alimentaire, sans perdre de vue 1' application industrielle. Trois 

méthodes de production ont été retenues, 1' atomisation, la lyophilisation et la 

granulation. Le choix final s'est fait à la suite à d'une caractérisation physico

chimique des noyaux basée sur une étude morphologique, physique et 

rhéologique. 

La deuxième étape de la réalisation de la microbille correspond à l'addition des 

enzymes et d'enrobages de régulation et de protection. Les microbilles obtenues 

sont ensuite caractérisées au niveau physico-chimique comme précédemment. 

Parallèlement, des études microbiologiques utilisant comme cible Listeria 

monocytogenes sont effectuées tout d'abord sur les noyaux pour rechercher 

1' impact de 1' encapsulation sur la disponibilité des substrats pour les enzymes, 

puis sur les microbilles . 
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Enfin, leur activité antibactérienne est testée contre plusieurs souches de 

contamination et d'altération communément rencontrées dans les produits 

alimentaires. 

La réalisation de la microencapsulation de ces systèmes enzymatiques modèles 

est intéressante pour aider à leur développement industriel mais aussi pour 

démontrer 1' intérêt du concept mis au point. En effet les micro billes réalisées 

sont facilement modulables et donc extrapolables à d'autres complexes 

multienzymatiques hydrophiles et à d'autres domaines d'application comme la 

pharmacie ou la cosmétique. 

Ce travail a donné lieu aux publications et communications suivantes : 

Publications dans des journaux internationaux 

Jacquot M., Revol-Junelles A.M., Millière J .B ., Miclo A ., Poncelet D., 2000. 

Anti Listeria monocytogenes activity of the lactoperoxidase system (LPS) using 

encapsulated substrates. Minerva Biotecnologica, 12 :301-304 

Jacquot M., de Donato Ph., Barres 0., Pons M.N., Scher J., Miclo A., Poncelet 

D., 2002. Physico-chemical characterisation of the lactoperoxidase system 

(LPS) powders : comparison of two drying techniques. Powder Technology, in 

press 

Chapitre de livre 

Poncelet D., Dulieu C ., Jacquot M., 1999. Description of the immobilisation 

procedures. In "Immobilized Cells", Wijffels R. Ed., Springer Lab Manual, 

Chap. III, 15-30 
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Communications orales dans des congrès internationaux 

«Enzyme coating, case study », M . Jacquot, A. Miclo, D. Poncelet (2002). 

Workshop n°53 « Nutraceuticals & Probiotics » GLATT Technology Training 

Center, Binzen, Allemagne 

«Self sufficient microbead of lactoperoxydase system study », M. Jacquot, A. 

Miclo, D. Poncelet (200 1). 13 th International Symposium on microencapsulation, 

Angers France 

« Combined enzymes and substrates in a single bead for antibacterial agent 

production on food» Muriel Jacquot, André Miclo, Denis Poncelet (2001) 221st 

ACS national meeting, San Diego, EU 

« Enzymes co a ting, application to lactoperoxidase system » M. Jacquot, A. 

Miclo, D. Poncelet (2001). Workshop n°40 « Particle coating for food and 

nutraceuticals » GLATT Technology Training Center, Binzen, Allemagne 

« Achievement of a single bead containing the lactoperoxidase system and its 

peroxide hydrogen generator » M. Jacquot, A. Miclo, D . Poncelet (2001) 

Bioencapsulation IX, Varsovie Pologne 

« Polyelectrolyte complex microcapsules and their mechanical resistance 

evaluation» D. Poncelet, Y. Bertrand, C. Dhullem, M. Jacquot, C. Dulieu 

(1999) Bioencapsulation VIII, Trondheim, Norvège 

Communication orale dans un séminaire national 

« Encapsulation du système lactoperoxydase/thiocyanate/ H2 0 2 » M . Jacquot, A. 

Miclo, D. Poncelet (2002). Séminaire de l'école doctorale RP2E 
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Communications affichées avec actes dans des congrès nationaux 

« Encapsulation du système lactoperoxydase 1 thiocyanate/peroxyde 

d'hydrogène (LPS) et son générateur d'H 2 0 2 », M . Jacquot, A. Miclo, D . 

Poncelet (200 1 ), AGORAL 2001, Dijon, France, 249-254, 
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Le domaine de la microencapsulation est vaste. Il touche tous les secteurs 

d'activité de l'industrie et le nombre de ses applications ne cesse de s'accroître. 

Il regroupe de très nombreuses méthodes ce qui rend parfois le choix du novice 

difficile . C'est pourquoi 1' application d'une méthode d' encapsulation doit 

passer par la mise au point d'une procédure reposant sur: 

..ç.. la détermination de la formulation 

..ç.. le choix de la méthode 

..ç.. la connaissance des propriétés du matériau à encapsuler 

..ç.. la défini ti on du domaine d'application. 

Il est donc impératif de correctement définir 1 'objectif de 1' encapsulation et de 

connaître les propriétés du matériel à encapsuler pour éviter sa dénaturation ou 

sa destruction lors de 1' expérience. Le choix du ou des polymères employés doit 

être fait dans le respect du cahier des charges du secteur d'application. Enfin, il 

est important de connaître les contraintes économiques de ce secteur pour 

évaluer la viabilité industrielle du procédé. 

Cette revue bibliographique a été organisée dans ce sens. Elle reprend les 

différents points de la mise en œuvre d'une procédure en s'attardant sur les 

principales méthodes employées et leurs influences sur les particules obtenues. 

Ensuite, les propriétés du système lactoperoxydase 1 thiocyanate 1 peroxyde 

d'hydrogène sont étudiées ainsi que celles du générateur enzymatique de 

peroxyde d'hydrogène. Enfin, le travail est replacé dans son contexte 

économique par 1' étude de 1 'impact des contaminations bactériennes sur le 

secteur agroalimentaire en s'intéressant plus spécifiquement aux contaminations 

dues à Listeria monocytogenes. 
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1. MISE AU POINT DE LA PROCEDURE D'ENCAPSULATION 

Le domaine de la microencapsulation regroupe 1' ensemble des technologies de 

production de microparticules constituées d'un matériau enrobant et d'un 

principe actif. Ce dernier peut être de nature très diverse comme un arôme, un 

composé chimique, des cellules ou une enzyme . L'objectif de l'encapsulation 

peut aussi être très variable. Un composé actif peut par exemple être encapsulé 

afin de le protéger, de faciliter son utilisation ou d'améliorer ses performances. 

Dans le domaine de 1' agroalimentaire, 1' encapsulation est principalement 

utilisée pour : 

-<} augmenter la durée de vie des produits tels que les arômes, en les protégeant 

de 1' évaporation ou de 1' oxydation (Anon, 1996 ; Man et al., 1999) 

-<} stabiliser certains composés sensibles, comme les vitamines 

-<} masquer un goût désagréable par exemple celui de certains minéraux 

-<} prévenir des réactions indésirables, comme le brunissement 

-<} faciliter la manipulation des produits par la mise en œuvre d'une formulation 

sèche (Darrington, 1999). 

Avant de mettre en œuvre une procédure d'encapsulation, il est nécessaire de 

définir quelques critères tels que : 

-<} le domaine d'application : les contraintes rencontrées en agroalimentaire 

sont différentes de celles de la cosmétique, de la pharmacie ou de la chimie, 

-<} l'objectif de l'encapsulation : modifier les propriétés d'une substance, la 

protéger du milieu environnant, cibler son lieu d ' action ou encore contrôler sa 

libération, 

-<} les contraintes économiques du secteur d'activité : les produits à haute 

valeur ajoutée sont rarement développés dans le domaine alimentaire, 

contrairement au domaine pharmaceutique ou cosmétique (Eichler, 2001 ). 
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Ces différentes considérations pnses en compte, la m1se au point de la 

procédure d' encapsulation peut débuter. 

1.1. LA FORMULATION 

Le choix des matériaux se fait toujours en regard du cahier des charges du 

domaine d ' application. En agroalimentaire, les polymères doivent appartenir à 

une liste po si ti ve d'autorisation, être comestibles, non réactifs et souvent sans 

goût particulier. De plus, le passage à une production industrielle implique un 

coût modéré. Par contre dans des domaines comme la pharmaceutique, le 

polymère se doit simplement d'être physiologiquement acceptable et 

biodégradable comme les polymères et co-polymères d ' acide lactique qui sont 

dégradés en acide lactique composant naturel des fluides biologiques (Finch, 

1993). 

Les matériaux utilisés peuvent être d'origines diverses : naturelle, synthétique 

ou semi synthétique . Dans le domaine de 1' agroalimentaire, la tendance actuelle 

favorise la mise en oeuvre de procédés faisant intervenir des matériaux naturels, 

c'est pourquoi seuls les biopolymères les plus fréquemment utilisés en 

alimentaire sont récapitulés dans le Tableau 1. Alginate , carraghénane et gomme 

acacia sont les trois polysaccharides les plus communément employés (Kester & 

Fennema, 1986). C'est pourquoi, seuls ces trois matériaux seront développés. 

En plus des polymères, la formulation peut faire intervenir des additifs et ce 

quel que soit le procédé. En effet, il est possible d'envisager l'emploi de: 

-} tensioactifs pour stabiliser les émulsions 

-} dispersants pour homogénéiser une suspension 

-} antimottants pour améliorer les propriétés rhéologiques des formulations 

sèches 

-} cryoprotecteurs tels que les polysaccharides . 
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Nom de SIN pour 
Origine Classe 

1 'additif les additifs 

Alginates extrait d'algues additif 400 

Caroube extrait de graines additif 410 

Carraghénane extrait d'algues additif 407 

Caséine animale auxiliaire cat. 2 

Cire d'abeille animale additif 901 

Dérivés d'amidon extrait de céréales additif 14--

Dérivés de cellulose végétale additif 46-

Gélatine animale auxiliaire cat. 2 

Gomme acacia exsudat de plantes additif 414 

Gomme guar extrait de graines additif 412 

Gomme xanthane extrait de additif 415 
. . 

m1croorgamsmes 

Pectine extrait de sous ad di tif 440 

produits végétaux 

Tableau 1 : liste non exhaustive des principaux polymères autorisés en industrie 

agroalimentaire, source Codex Alimentarius (SIN : Système International de 

Numérotation) 
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1.1.1. L'ALGINATE 

L'alginate est issu d'algues brunes le plus souvent de l'espèce Macrocystis 

pyrifera. Il est composé de trois blocs polymériques : 1' acide poly-~-D

mannuronique (M), 1' acide poly-a-L-guluronique (G) et un dernier bloc 

constitué alternativement de résidus d'acide D-mannuronique et d'acide L

guluronique (King, 1983). Ce sont les variations du ratio M:G qui vont rendre 

compte de propriétés et de fonctionnalités différentes (Cottrell, 1977). 

L'alginate forme des gels par médiation ionique. En présence d'ions calcium, il 

conduit à la production de gels thermiquement stables (King, 1995). Ses 

applications sont nombreuses. Elles passent par 1 'utilisation en tant 

qu'épaississant ou gélifiant dans les spécialités laitières, les boissons, les 

soupes. Ses propriétés filmogènes sont étudiées pour la conservation des 

poissons et des champignons. Les produits traités par 1' alginate de sodium 

présentent une meilleure conservation de leurs qualités nutritionnelles et 

organoleptiques et leur durée de conservation est prolongée de plusieurs mois 

(Subhashchandra et al., 1996). Toutefois, un bémol doit être apporté à ces 

études car en avril 2000, le Parlement Européen a refusé 1' autorisation d'emploi 

de 1' alginate de sodium comme affermissant pour des carottes râpées, estimant 

que cette utilisation était de nature à tromper le consommateur sur la qualité 

réelle du produit. 

D'autres domaines exploitent les propriétés de 1' alginate. Par exemple, en 

pharmacie, 1' alginate est intégré à des pansements pour former un gel qui isole 

la plaie et agit comme une éponge sur les exsudats (Purilon®, Laboratoire 

Coloplast ou Nu-gel®, Laboratoire Johnson & Johnson) 

En encapsulation, son application s'est surtout développée dans 

l'immobilisation de cellules animales, végétales ou bactériennes. On retrouve 

1' alginate dans plus de 80% des cas d'immobilisation (Poncelet, 2001 ). 
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Depuis longtemps, 1' immobilisation de levure dans des billes d'alginate est 

étudiée pour réduire la durée de fermentation lors du procédé de fabrication de 

la bière (White & Portno, 1978) . Depuis, le procédé a été amélioré avec, par 

exemple , 1' ajout d'un second pelliculage d'alginate autour des billes de gel qui 

permet de réduire considérablement les pertes de cellules (Uemura et al., 2000). 

La réduction des pertes en cellules par l'ajout d'un second pelliculage a auss1 

été observée pour d'autres types de cellules, comme celles de Lactococcus 

lactis. En effet, 1 'immobilisation des cellules bactériennes dans de simples 

billes d'alginate de calcium conduit à un nombre de cellules libres qui atteint 

rapidement 10 7 UFC/ml. L'ajout d'un second pelliculage d'alginate combiné à 

de la poly-L-lysine permet de réduire ces pertes d'environ 50 fois, et de plus 

diminue fortement la vitesse d'acidification du lait (Champagne et al., 1992). 

L'immobilisation peut auss1 être utilisée pour protéger la cellule. Par exemple, 

lors de la fabrication de glace ou de yaourts glacés, 1 'encapsulation de 

lactobacilles dans des billes d'alginate isole les cellules les protégeant ams1 de 

la destruction lors de la congélation du produit (Sheu et al., 1993). 

1.1 .2. LES CARRAGHENANES 

Les carraghénanes sont extraits d'une algue rouge (Rhodophycée) appelée 

Chondrus crispus. Ce sont des polysaccharides linéaires constitués de sous 

unités, appelées carrabiose, formées de deux molécules de galactose (Moirano, 

1977). Il existe trois types de carraghénane : le kappa (K), le iota (t) et le 

lambda (À) carraghénane, possédant des propriétés différentes. Ils sont 

principalement utilisés pour leurs propriétés gélifiante, épaississante et 

stabilisante. Ils sont solubles dans l'eau mais une parfaite dissolution n'est 

obtenue que pour une eau chauffée aux environs de 80°C (Moirano, 1977; 

Groboillot et al . , 1994). 
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En alimentaire, les carraghénanes sont surtout utilisés dans le lait. Les 

interactions spontanées entre le carraghénane et les micelles de caséine du lait, 

ont favorisé le développement de nombreuses applications comme le contrôle de 

la cristallisation dans les desserts lactés glacés ou encore la stabilisation des 

suspensiOns dans le chocolat. Mais, on retrouve aussi les carraghénanes comme 

stabilisants et épaississants dans de nombreux autres produits tels que les 

soupes ou les viandes (Thomas, 1997). 

En encapsulation, le carraghénane s'est surtout développé en tant qu'alternative 

à 1 'utilisation de 1' alginate pour encapsuler des cellules . Les billes obtenues 

avec le kappa-carraghénane sont plus stables que celles d'alginate dans les 

liquides biologiques. Mais les températures élevées du procédé limitent leurs 

applications (Poncelet, 2001 ) . 

Le carraghénane a été étudié pour protéger les bifidobactéries de la dénaturation 

lors de la congélation du lait. L'immobilisation améliore significativement la 

survie des bactéries, d'environ 50 à 60% et les propriétés du lait congelé ne sont 

pas significativement modifiées (Kebary et al. , 1998) . 

Des équipes se sont aussi intéressées à 1 'utilisation du kappa-carraghénane pour 

1' immobilisation de Saccharomyces cerevisiae afin d'améliorer la fermentation 

de la bière. Les cellules immobilisées sont distribuées de façon uniforme dans 

les billes. Leur viabilité est de l'ordre de 90% et chute à 50% après 6 mois en 

fermentation continue. Cependant, malgré cette réduction de viabilité, une bière 

de qualité égale peut être produite après 6 mois (Pilkington et al., 1999). 

1.1.3 . LA GOMME ACACIA. 

La gomme d'acacia encore appelée gomme arabique est un exsudat visqueux 

obtenu par incision du tronc et des branches de certains acacias dont 

principalement 1 'Acacia du Sénégal (Acacia senegal). 
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Il existe de nombreuses espèces d'acacia (environ 700) ma1s les gommes 

utilisées en tant qu'additifs alimentaires appartiennent aux complexes 

botaniques Gummifereae (complexe Seyal) et Vu/gares (complexe Sénégal) 

(Thevenet , 1997). La gomme d'acacia fait l'objet d'un commerce depuis au 

moins quatre mille ans et déjà au temps des égyptiens, elle entrait dans la 

composition des pâtes officinales (Bruneton, 1993 ). La poudre de gomme acacia 

contenant des molécules de parfums fut le premier produit basé sur une 

technologie d'encapsulation à être commercialisé en 1932 par la société Boake, 

Roberts & Co. (Arshady, 1999) . En 1978, la gomme issue de 1 'Acacia Sénégal 

(L.) Willd. ou d'espèces africaines apparentées (fam. Leguminosae) est reportée 

sous le code E414 par la Communauté Economique Européenne (CEE). Depuis 

1982, des études toxicologiques ont été réalisées et ont conduit à sa 

reconnaissance comme additif alimentaire par le JECFA (Joint WHO/FAO 

Expert Committee on Food Additives) sans spécification de mention ADJ 

(Acceptable Daily Intake) (FAO, 1982) . Aux USA, elle est reconnue comme 

GRAS (Generally Recognize As Safe) et référencée sous le code 1841330 . 

La gomme d'acacia est un hydrocolloïde fortement ramifié, soluble dans l'eau 

jusqu ' à 50 %. Sa masse moléculaire est proche d'un million de Daltons 

(Thevenet, 1997). 

L'analyse d'une centaine de gommes 1ssues de différents acac1as montre que la 

composition et les caractéristiques de l ' exsudat sont spécifiques à chaque 

espèce. De plus des variations saisonnières et géographiques peuvent apparaître 

(Anderson et al., 1983). La structure typique d'une gomme arabique consiste en 

trois fractions : 

~ fraction arabinogalactane (AG) correspondant à 90 % de la molécule, 

fraction à faible poids moléculaire (300 000) et faible teneur en protéines (0,5 

%) 

~ fraction arabinogalactoprotéine (AGP) correspondant à 9 % de la molécule, 

son poids moléculaire est élevé (1 ,5 millions) avec une forte teneur en protéines 

(50%) 

~ fraction glycoprotéique ne représentant que 1 % de la molécule. 
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La fraction protéique assure la liaison entre les différents monomères 

d'arabinogalactane. Après hydrolyse en milieu acide, la gomme est dégradée en 

arabinose, galactose, rhamnose et acide glucuronique . Leurs proportions varient 

d'une espèce à 1' autre. Un faible pourcentage de rham no se et un rapport 

arabinose 1 rhamnose supérieur à 1 sont caractéristiques du complexe Seyal 

(Thevenet, 1997). 

La gomme d'acacia est recherchée principalement pour ses 

rhéologiques, émulsifiante et filmogène (Dickinson, 1991) . 

propriétés 

A faible 

concentration, une solution de gomme d'acacia se comporte comme un fluide 

newtonien. De plus, les solutions présentent une très faible viscosité en regard 

d'autres polysaccharides de même masse moléculaire. La gomme acacia étant un 

polyélectrolyte, sa viscosité varie en fonction du pH et de la force ionique 

(Williams et al., 1990). La faible viscosité des solutions est la résultante de la 

présence de nombreux branchements sur un même squelette (Figure 1 ). 

La gomme d'acacia est aussi utilisée pour réaliser des émulsions huile dans eau. 

Elle forme un film à l'interface eau 1 huile qui empêche la coalescence des 

micro sphères d'huile et stabilise le mélange. Le pouvoir émulsifiant est plus 

marqué en présence d'électrolytes . Ses propriétés filmogènes en font aussi un 

bon candidat pour une utilisation en encapsulation comme par exemple pour la 

fixation d'arômes (Dickinson, 1991 ). 

La gomme arabique est utilisée dans divers secteurs. En cosmétique et 

pharmaceutique, elle permet principalement la stabilisation des suspenswns. 

Elle sert comme agent de liaison ou de cohésion dans plusieurs technologies 

(papeterie, textile, imprimerie). En alimentaire, elle reste l'hydrogel végétal le 

plus utilisé car c'est une fibre alimentaire 100% naturelle sans effet secondaire. 

De plus, sa faible viscosité et son absence de goût permettent de 1 'utiliser en 

grandes quantités sans dénaturer les propriétés organoleptiques du produit 

(Kravtchenko, 1996). Elle est souvent employée pour prévenir la cristallisation 

des sucres lors de la confection de bonbons ou de pâtes de fruits et pour assurer 

une distribution homogène des graisses dans les caramels et toffee (Whistley, 

1993). 
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1 
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1 

~-D-Galp-(1~3)-

A = chaînes courtes de L-Araf liées (1 ~3) ou a-D-Galp-(1 ~3 )-L-Araf 

U = a-L-Rhap-(1~4)-~-D-GlcpA ou ~-D-GlcpA(4-0Me) 

Fi gu re 1 : Hypothèse structurale de la gomme d'acacia, Galp : 

galactopyranosyl, Rhap : rhamnopyranosyl, GlcpA : glucuronopyranosyl, ~-D

GlcpA(4-0Me) : 4-0-méthyl-~-D-glucuronopyranosyl, Araf : arabinofuranosyl 

(Stephen et al., 1990) 

1.2. LES DIFFERENTES TECHNIQUES D'ENCAPSULATION 

Les techniques d' encapsulation sont très nombreuses. Une simple recherche de 

brevets sur «méthodes d'encapsulation » donne plus de 100 réponses 

(esp@cenet). De plus, les classer reste difficile car il n'existe pas de critères 

permettant une parfaite discrimination. En effet, en fonction de 1 'information 

que l ' on recherche, il peut être plus intéressant de classer les procédés en 

fonction de la taille des particules obtenues, de l'emploi ou non de solvant, de 

la nature du polymère enrobant ou encore de la nature du milieu dispersant. 
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Les principales techniques d' encapsulation peuvent être regroupées en trois 

pôles : les techniques physico-chimiques basées sur le mélange, 1' émulsion; les 

techniques d'interactions chimiques, de coacervation et enfin les méthodes de 

pulvérisation et de formation de gouttelettes basées sur des procédés physiques. 

Ces trois classes de procédés varient aussi par le type de matériau enrobant 

utilisé. Les procédés physiques et physico-chimiques font intervenir des 

polymères préformés alors que les techniques chimiques sont basées sur la 

formation in situ du matériau et donc sur l'utilisation de monomères. 

1.2 .1. LES TECHNIQUES D'EMULSION 

L'émulsion est la dispersion d ' un liquide dans un autre liquide sachant que les 

deux sont insolubles. 

Différents types d'émulsion peuvent être réalisés : 

-<} Emulsion huile dans eau pour encapsuler des molécules peu ou pas 

hydrosolubles 

-<} Emulsion non aqueuse permettant d'encapsuler des molécules hydrosolubles 

en remplaçant la phase externe par un non-solvant de la molécule 

-<} Emulsion multiple eau dans huile dans eau, le principe actif est bloqué 

dans le solvant et ne peut pas diffuser vers les phases aqueuses externe ou 

interne. 

La taille des microsphères obtenues par émulsion vane de quelques microns à 

une dizaine voire une centaine de microns (Poncelet et al., 1993). La méthode 

d'émulsion a été améliorée grâce aux mélangeurs statiques (Figure 2). 

L'émulsion est réalisée par le passage des solutions sur des petits éléments 

entrecroisés qui vont jouer le rôle d'agitateur. 
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La géométrie de ces mélangeurs est directement corrélée à la taille des 

gouttelettes obtenues. L'intérêt de cette méthode est qu'elle permet une 

production en continu (Maa & Hsu, 1996) . 

w 
M 

Figure 2 : pnnctpe de la réalisation d'une émulsion par passage dans des 

mélangeurs statiques 

A partir du principe de 1' émulsion, il est possible de réaliser des encapsulatiohs 

de différentes façons. 

-LA TEC HN IQ UE D 'EM ULSION- EVA PORA TIO N DE SOLVANT 

Une microémulsion est réalisée entre une phase aqueuse et une phase organique 

contenant un polymère et un principe actif en solution. L ' évaporation du solvant 

entraîne la désolvatation du polymère et donc 1' encapsulation du principe actif 

(Figure 3 ) . 

Emulsion Evaporation 
solvant 

Figure 3 : Principe de la méthode d ' émulsion-évaporation de solvant. A : phase 

organique contenant la matière active en solution, B : phase aqueuse 
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La technique d'émulsion-évaporation de solvant conduit à la formation de 

microsphères. La distribution de taille est généralement polydispersée. Elle est 

fortement dépendante du type d ' agitation employée (Poncelet et al ., 1993 ) . Les 

taux d'encapsulation sont de l ' ordre de 30 à 40%. Pour faciliter la réalisation de 

l'émulsion, des émulsifiants et des stabilisants peuvent être ajoutés à la 

préparation avant 1' évaporation du solvant. Le principal inconvénient de cette 

méthode est la présence de résidus de solvant, qui peuvent nécessiter un 

deuxième traitement pour être éliminés. 

-LA TEC HNIQ UE D'E M ULSION-GELIF/CATION 

Les micro sphères sont obtenues par formation d ' une émulsion entre un polymère 

à propriété gélifiante et une phase dispersante (Figure 4 ) . La gélification 

résulte , comme lors d ' une extrusion, soit d ' un abaissement de la température , 

gélification thermique, soit de 1' ajout d'ions , gélification ionique. 

Dispersion du matériau 
fondu et MA à T> Tf 

EMULSION 

Abaissement de T <Tf par 
ajout de phase dispersante 

GELIF! CATION 

Figure 4 : encapsulation de matière active (MA) par émulsion-gélification 

thermique , T : température de travail , Tf : température de fusion du matériau 

fondu. 

Les micro sphères d ' alginate obtenues par extrusion ont difficilement une taille 

inférieure à 100 ~m. 
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Par contre, lorsqu'elles sont obtenues par émulsion en ajoutant progressivement 

le chlorure de calcium au mélange alginate de sodium 1 phase organique, la 

taille des granules passe en dessous des 100 !J.m. Toutefois, la méthode 

d'émulsion-gélification est pertinente pour les faibles concentrations en 

alginate. A partir d'une concentration en alginate de 4 % (rn/rn), la trop forte 

viscosité de la solution diminue 1' efficacité du mélange et conduit à la 

formation de granules irréguliers de forme plus ou moins allongée (Chan et al., 

1997). 

-LA POLYMERISATION OU POLYCONDENSATION INTERFACIALE 

Contrairement aux autres méthodes chimiques, la polycondensation interfaciale 

fait intervenir des monomères et non des polymères pré-formés (Arshady, 1999). 

Cette méthode fut parmi les premières techniques d' encapsulation mises au 

point (Chang, 1964 ). Elle est basée sur la formation in situ d'une membrane 

polymérique suite à la mise en contact de deux monomères, 1 'un soluble dans le 

dispersant, 1' autre insoluble (Figure 5). La réaction chimique entre les deux 

monomères se déroule à 1' interface entre la phase dispersante et la phase 

dispersée. L'exemple classique est la réalisation de membrane type nylon. Une 

solution aqueuse de diamine, contenant la molécule d'intérêt est dispersée dans 

une phase organique. L'agent réticulant, un chlorure d'acide soluble dans la 

phase dispersante, est ajou té entraînant la formation d'une membrane 

polymérique autour des microgouttes (Arshady, 1999). 

Mon<:>mère B 
soluble clans le 

Jé clispersanït 

Memb>ral'le cle 
polymère 

Figure 5 : formation in situ de la membrane polymérique par polycondensation 

interfaciale lorsque la matière active (MA) est soluble dans A 
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Comme pour les autres méthodes basées sur la réalisation d'une émulsion, la 

distribution de taille dépend surtout de la vitesse et du type d'agitation utilisé, 

de la présence de tensioactifs et de la nature des monomères employés. Cette 

méthode permet de produire des microcapsules. De nombreuses applications se 

retrouvent dans le domaine phytosanitaire et dans 1' encapsulation d'enzymes 

pour la réalisation de microréacteurs (Chamberlain & Symes, 1993 ). 

!.2.2. LES TECHNIQUES DE COACERVA TION 

Le mot coacervation provient du latin acervus qui signifie agrégat et du préfixe 

co qui exprime l'association de macromolécules. Lorsqu'une solution colloïdale 

est soumise à des modifications environnementales (pH, température), les forces 

d'attraction entre molécules deviennent supérieures aux forces de liaison 

molécules-solvant entraînant une désolvatation de la solution. Il en résulte 

l'apparition d'une nouvelle phase constituée de gouttelettes appelée coacervat 

(Michaels, 1965). 

Il existe deux types de coacervation : la coacervation simple et la coacervation 

complexe. 

~ La coacervation simple fait intervenir un seul polymère. Elle est induite par 

une modification des conditions extérieures comme l'ajout d'ions ou la variation 

de la température (Burgess, 1994). Elle conduit à la formation de microcapsules 

ou de microsphères lorsque les coacervats s'agrègent. Les particules ont 

généralement une taille comprise entre 20 et 200 11m et le taux d' encapsulation 

est inférieur à 60%. La méthode est surtout utilisée pour encapsuler des 

molécules liposolubles, mais des molécules hydrosolubles peuvent aussi être 

encapsulées en utilisant un polymère hydrophobe comme 1' éthylcellulose 

(Arshady, 1999). 
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~ La coacerva ti on complexe correspond à la désolvatation de deux 

polyélectrolytes suite à une modification de pH entraînant des interactions 

électrostatiques entre les molécules (Figure 6). Cette méthode est surtout 

utilisée pour 1' encapsulation de matières actives liposolubles. Toutefois, il est 

possible de 1' adapter à 1' encapsulation de composés solub les en réalisant une 

émulsion multiple au préalable (Chamberlain & Symes, 1993). Le couple 

gélatine 1 gomme acacia est un duo classique utilisé en coacervation. Ses 

applications se sont surtout développées en industrie pharmaceutique pour 

contrôler la libération de différentes drogues et pour 1' encapsulation d'huiles 

essentielles (Palmieri et al., 1996). 

• • • • 
MA dispersée 
dans le milieu 

Dépôt du 
coacervat sur MA 

t; pH 

) 

Désolvatation et 
coacervati on 

• 
Coalescence 

• • • 
Encapsulation de 

MA 

Figure 6 : encapsulation de matière active (MA) liposoluble par coacervation 

complexe (Amiet-Charpentier et al., 1998) 

L'efficacité de la coacervation en tant que méthode d'encapsulation dépend de 

nombreux facteurs, et principalement de la mouillabilité du coacervat sur la 

matière active. Si le coacervat ne mouille pas suffisamment la molécule à 

encapsuler, il n'y aura que des encapsulations partielles vone aucune 

encapsulation (Thomasin et al., 1997). 
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1.2.3. LES TECHNIQUES D'EXTRUSION 

Cette technique permet la formation de gouttelettes par extrusion d'une solution 

à travers un tube ou une aiguille. L'extrusion peut être réalisée de différentes 

façons : simplement par gravité, par ajout d'un flux coaxial ou sous l'action 

d'un potentiel électrostatique (Figure 7). L'extrusion par gravité est la méthode 

la plus simple mais elle ne permet pas la formation de gouttes de taille 

inférieure à 1 mm et cela quel que soit le type de seringue utilisé. Les deux 

autres techniques font intervenir une force extérieure, soit un flux d'air ou de 

liquide soit une différence de potentiel électrostatique, qui facilite la rupture du 

jet. Ces adaptations de la méthode initiale permettent d'obtenir des billes d ' une 

taille inférieure à 500 ~-tm (Poncelet et al . , 1993). 

0 

0 

Extrusion par 
gravité 

0 

0 

ô 
Extrusion avec 

flux coaxial 

0 

0 

Extrusion sous potentiel 
électrostatique 

Figure 7 : schéma des trois principales techniques d'extrusion 

La formation de la capsule peut être obtenue de différentes façons soit par 

gélification thermique ou ionique, soit par chélation ou encore par formation de 

liaisons covalentes . La technique de rupture de jet est aussi basée sur la 

formation de gouttelettes à partir d'un liquide extrudé . A la différence des 

méthodes d'extrusion classiques, les gouttelettes ne se forment pas à la sortie de 

la seringue, car le liquide est sous pression, mais suite au passage de couteaux 

qui vont rompre le jet (Figure 8). 
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Buse 
Roue porte-couteaux 

Jet de liquide 

Couteaux 

Gouttelettes 

Figure 8 : Principe de la méthode de rupture de jet 

Par cette méthode il est possible d'obtenir des particules dont la taille varie de 

100 J.lm à 3 mm. La distribution taille est monodispersée. La méthode est 

applicable à des liquides de plus ou moms forte densité contrairement aux 

méthodes d'extrusion classiques (PrüBe & Vorlop , 1999). Par la suite, la 

technique de rupture de jet a été améliorée de façon à réduire les pertes dues au 

passage des couteaux et à augmenter les taux de production en multipliant le 

nombre de buses (Figure 9). 

• 

Figure 9 adaptation de la méthode de rupture de jet (Vorlop & PrüBe, 2001) 
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1.2.4. LES TECHNIQUES DE SPRAY 

Le pnnc1pe général repose sur la pulvérisation d'un liquide dans un milieu 

environnant chaud ou froid. Ainsi, les gouttelettes formées se solidifient lors de 

leur chute dans une atmosphère stable ou dans un flux d'air à co ou contre 

courant du flux de pulvérisation. Il existe plusieurs méthodes basées sur ce 

principe : le « spray cooling », le « spray drying » ou atomisation et le « spray 

coating » ou pelliculage en lit d'air fluidisé. Toutefois, cette dernière technique 

est à isoler de deux précédentes car ce n'est pas à proprement dit une méthode 

de production de microparticules. 

- - LE « SPRAY COOLING » 

Le « spray cooling » est une adaptation industrielle de la méthode de 

gélification thermique. En effet, la matière active est dissoute dans un composé 

en fusion, qui est souvent une cire. La solution est ensuite pulvérisée dans une 

chambre d'atomisation où la température est inférieure à la température de 

fusion du polymère. Le changement de température entraîne la solidification 

immédiate du matériau et donc l'encapsulation de la matière active. La méthode 

peut être améliorée en incluant des systèmes de recyclage qui réinjectent les 

particules trop grosses et trop petites dans la solution de pulvérisation 

(Marcussen & Markussen, 1993). Par cette technique, il est possible d'obtenir 

une distribution de taille relativement homogène. L'intérêt de ce procédé est son 

faible coût de fonctionnement après l'acquisition de la tour de pulvérisation. Il 

est surtout utilisé dans les industries produisant des fertilisants comme le nitrate 

d'ammonium (Roberts & Shah, 1975) et dans le domaine des détergents 

(Marcussen & Markussen, 1993). 
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- LE « SPRA Y-DRYING » 0 U ATOMISATION 

L'atomisation est une technique de séchage de particules en solution ou 

dispersion. Elle implique une phase d'évaporation du diluant réalisée grâce à un 

flux d'air chaud (Figure 1 0) . 

Air 

Chambre 
d'atomisation 

Alimentation 

-t 
Buse 

Zone de contact 
spray-air 

,---------------~ Sortie 

... 
Cyclone air 

spray 

Figure 10 : principe d'un atomiseur 

Se pa ration air-produit 

Co !lecteur 

Le séchage par atomisation se déroule en quatre étapes : 

{- la transformation de la solution d'alimentation en spray dans la buse 

{- le mélange du spray à 1' air ambiant au niveau de la buse 

{- le séchage du spray dans la chambre d'atomisation 

{- la séparation du produit et de 1' air dans le cyclone. 

La technique d'atomisation repose sur la théorie de formation d'un spray de 

Taylor. La densité du gaz ambiant à un effet sur la rupture du jet de 

pulvérisation. Lorsque l'air a une force d'inertie suffisante, il génère des 

gouttelettes d'un diamètre inférieur à celui du jet. 
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Les propriétés d'un spray reposent sur de nombreux paramètres tels que les 

effets de cavitation du flux dans la buse, la vitesse du jet, la turbulence à la 

sortie de la buse et les propriétés thermodynamiques et physiques du gaz et du 

liquide . La conformation interne de la buse est déterminante dans la rupture du 

jet car elle définit l'éloignement du lieu de rupture du jet par rapport à la sortie 

de la buse (Figure 11) . La qualité du séchage reposant sur des transferts de 

chaleur et de matière, dépend principalement de la température, de 1 'humidité et 

des capacités de transport de 1' air ambiant. 

Buse à différence de 
pression 

~ 
Angle de pulvérisation 

Buse pour atomisation par 
centrifugation 

Axe de rotation 

.--17 

Buse à double fluides 

Alimentation Air comprimé 

Figure 11 principaux types de buses utilisées en atomisation 

Lorsque les différents paramètres de 1' atomisation sont contrôlés, il est possible 

de déterminer la taille des particules obtenues . Diverses études ont montré que 

lorsque la viscosité, la concentration ou le débit d'alimentation de la solution de 

pulvérisation augmentent, la taille des particules obtenues s'accroît. 
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Les effets de la température semblent plus limités et dépendent surtout des 

propriétés intrinsèques de la solution. Par exemple, lorsqu 'un matériau cristallin 

est atomisé, le diamètre moyen des particules diminue significativement lorsque 

la température d'entrée de 1' air augmente. Enfin, la tension de surface apparaît 

être sans conséquence sur la distribution de taille (Nath & Satpathy, 1998). Le 

phénomène d'évaporation au niveau de la gouttelette est très rapide par 

conséquent, sa température interne reste peu élevée. C'est pourquoi certaines 

molécules thermiquement sensibles telles que des enzymes peuvent être 

atomisées. De plus, la durée du séchage reste très courte comparée à d'autres 

procédés. 

Les principales applications industrielles de cette méthode sont en alimentaire : 

le café instantané, le lait en poudre, les soupes déshydratées. Dans d'autres 

domaines, 1' atomisation est utilisée pour stabiliser des enzymes utilisées dans 

des détergents tel que les lessives, des pigments pour les peintures ou les 

cartouches d'encre, des antibiotiques et des constituants de base de rouges à 

lèvres (Nath & Satpathy, 1998). 

- -LE« SPRAY-COATING » OU PELLICULAGE EN LIT D'AIR FLUIDISE 

Le pelliculage en lit fluidisé est utilisé depuis les années 50 dans l'industrie 

pharmaceutique. C'est une technique dérivée du principe général car elle 

correspond à un enrobage et non à une production de particules. Un film 

polymérique est pulvérisé sur des particules en mouvement dans un courant 

d'air chaud. L'objectif est d'obtenir un enrobage homogène des particules après 

plusieurs passages dans la zone de pulvérisation. 
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Par cette technique, il est possible de traiter des particules dont la taille vane 

d ' une centaine de microns à plusieurs millimètres. L'alimentation en polymère 

peut être de plusieurs types. 

-} Le «Top-spray» est une pulvérisation à contre courant (Figure 12) . La 

pulvérisation se fait à 1' extrémité supérieure de la colonne, donc à la surface du 

lit de particules, ce qui entraîne un risque important de séchage. Les 

mouvements de fl uidisation sont trop aléatoires c'est pourquoi les particules 

n'ont pas un pelliculage homogène (Magnet, 1997) . 

-} 

Air 

Figure 12 : pulvérisation en «top spray» 

Mouvement des particules 

Buse de pulvérisation 

Chambre d'enrobage 

Plateau de distribution 
de l'air 

-} Le« Tangential-spray » est un système de type rotor. L'alimentation se fait 

tangentiellement au courant d'air directement à l'intérieur du lit (Figure 13) . Le 

pelliculage obtenu est homogène et continu mais les fortes contraintes 

mécaniques ne permettent pas d'utiliser cette technique avec des matériaux 

fragiles ou friables (Magnet, 1997). 
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Passage 
d'air 

du flux 

Figure 13 : pulvérisation en « tangential spray» 

-<} Dans le système « Bottom-spray », la solution d'enrobage est projetée en 

co-courant, à la base de la colonne directement dans le lit de particules. En 

1953, Dale Wurster améliore ce principe général en ajoutant un cylindre central 

dans la chambre de pulvérisation et un courant gazeux auxiliaire (Figure 14). La 

présence du cylindre permet la création d'une zone où les particules en chute 

libre sont séchées par le courant d'air chaud ascendant (Shelukar et al., 2000). 

Buse de pulvérisation 

Figure 14 : schéma du procédé Wurster 

Cylindre central 

Zone de séchage 

Zone de pelliculage 

Chambre d'enrobage 

Plateau de distribution de 
l'air 
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La formul ation choisie et la méthode d ' encapsulation employée vont 

conjointement influencer les caractéristiques physico-chimiques de la particule 

obtenue. 

Il. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES MICROPARTICULES 

Les microparticules obtenues par microencapsulation ont des propriétés physico

chimiques totalement dépendantes de la méthode et de la formulation 

employées . Pour caractériser une particule, quatre critères sont classiquement 

utilisés : la structure de la microparticule, sa taille, le taux d' encapsulation et le 

type d'interaction avec 1' environnement. 

11.1. LA STRUCTURE 

Il existe de nombreux types de structures dont les plus simples sont le système 

réservoir et le système matriciel (Figure 15) . 

a) Type réservoir b) Type matriciel 

Fi gu re 15 principaux systèmes d ' encapsulation 
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Pour les microparticules du type réservoir, le composé d'intérêt est contenu 

dans un cœur liquide ou semi-liquide. Il est isolé de l ' environnement par une 

membrane polymérique (Figure 15a). Ce type de structure conduit à la 

production de microcapsules. 

Dans les systèmes matriciels, le composé est dispersé sous forme de gouttelettes 

ou de particules dans une matrice polymèrique (Figure 15b). 

Ils permettent la production de microsphères ou microbilles. Le composé et le 

polymère sont associés. 

Chacun de ces systèmes a des avantages et des inconvénients repns dans le 

tableau suivant (Tableau 2). 

Fragilité 

Rapport 
composé/polymère 

Cinétique de 
libération 

Considérations 
économiques 

Système réservoirs 

OUI 

50 à 95 % 

constante au cours du 
temps 

procédés complexes 
souvent coûteux 

Système matriciel 

non 

< 30% 

diminue au cours du 
temps 

procédés simples et peu 
coûteux 

Tableau 2 : avantages et inconvénients des systèmes réservoir et matriciel 

(Couarraze & Porte, 1993) 

Toutefois, il est important de noter que dans la pratique, ces structures ne sont 

pas les seules à exister. Tous les états intermédiaires peuvent se rencontrer 

comme les systèmes polynucléés ou les capsules de microcapsules (Arshady, 

1993 ) . 
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11.2. LA TAILLE 

La taille est un facteur discriminant. Généralement, lorsque 1' on parle de 

microparticules, ce terme implique une taille moyenne comprise entre 1 et 1000 

f1m. Au-delà de cette gamme, on parlera de microgranules et en deçà de 

nanoparticules (Arshady, 1999) . 

La taille des particules est directement corrélée à la méthode d' encapsulation 

emplo yée (Figure 16) . Mais le choix d'une taille a un impact financier 

important. En effet, plus une particule est petite, plus la surface totale d ' un 

même volume de particules sera importante . Par conséquent, la quantité de 

matériau utilisée sera plus grande et la durée du procédé plus longue. C'est 

pourquoi dans la plupart des secteurs utilisant l'encapsulation, les particules ont 

généralement des tailles comprises entre 200 et 800 11m de façon à trouver le 

meilleur compromis entre coûts et profits (Eichler, 2001 ). 
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Figure 16 : taille des particules obtenues en fonction de la technique 
d ' encapsulation (Couarraze & Porte, 1993) 

domaine de tailles préférentielles 
• • • • • • domaine de tailles accessibles avec adaptation de la méthode 
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La distribution de taille est généralement polydispersée. Les méthodes de goutte 

à goutte sont les seules à offrir une distribution quasi monodispersée. La taille 

et la monodispersité sont toutefois liées au type de procédé d'extrusion employé 

(Arshady, 1999). 

11.3. LE TAUX D'ENCAPSULATION 

Le taux d'encapsulation est habituellement compns entre 85 et 98% pour les 

systèmes réservoirs et entre 20 et 35% pour les systèmes matriciels. 

Ces taux peuvent devenir beaucoup plus faibles principalement dans les 

structures complexes telles que les liposomes multilamellaires. Ils présentent en 

effet une structure dite en «peau d'oignon» composée de nombreuses 

membranes qui limitent 1' espace intermembranaire et donc les possibilités 

d'encapsulation (Arshady, 1999). 

De même pour les systèmes réservoir, le taux d'encapsulation est fortement 

dépendant du rapport cœur/membrane. Par exemple, lors de 1' encapsulation de 

théophylline par des protéines du petit-lait, le taux d'encapsulation passe de 16 

à 85% pour des rapports cœur/membrane variant de 1:1,5 à 5:1,5 (Lee & 

Rosenberg, 2000). 

11.4. LES INTERACTIONS AVEC L'ENVIRONNEMENT 

Le dernier paramètre caractérisant les propriétés d'une microparticule est le 

type d'interaction avec le milieu extérieur. Il existe deux pnnc1pes 

d'interaction. 
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1- La matière active doit être maintenue dans la microparticule, on parle alors 

de microréacteur. 

1- la matière active est libérée de la microparticule soit brutalement : libération 

déclenchée, soit progressivement : libération prolongée (Figure 17) . 

Substrat 
Produit 

Microréacteur Libération déclenchée Libération prolongée 

Figure 17 : principaux types d'interactions microparticule/environnement 

Les systèmes microréacteurs se retrouvent principalement lors de 

l'encapsulation d'enzymes ou de cellules . La membrane doit être semi

perméable afin de retenir les grosses molécules et les enzymes et laisser diffuser 

les petites molécules de substrat ou de produit (Parthasarathy & Martin, 1994). 

Le nylon et la cellulose sont souvent utilisés pour réaliser ce type de particules . 

La connaissance des mécanismes de diffusion de ces petites molécules est 

nécessaire pour éviter, par exemple, l'accumulation rapide de produit dans la 

capsule, ce qui risquerait de faire exploser la membrane (Bickerstaff, 1997) . 

Les systèmes à libération déclenchée sont constitués d'une membrane 

imperméable qui va se casser suite à 1' application d'une pression osmotique ou 

mécanique ou encore d'une modification de pH ou de température. La 

dégradation de la membrane entraîne une libération brutale de la matière active 

dans le milieu extérieur. L'un des plus beaux exemples d'utilisation de ce 

système est le papier sans carbone commercialisé en 1954 par la société 

National Cash Register Compagny (NCR, Ohio). 
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Le pnnc1pe est basé sur la libération brutale de 1' encre suite à la press10n 

exercée par le stylo (Arshady, 1999). 

Un autre exemple d'utilisation de ce type de capsules est le système 

« scratch'n'sniff » littéralement «grattez et sentez». Des molécules de parfum 

sont encapsulées et insérées entre deux feuilles de papier légèrement adhésives 

ou sur une seule feuille. La rupture des capsules est déclenchée par le retrait 

rapide de la feuille située à la surface ou lorsque la zone traitée est grattée . 

Cette application a eu un énorme succès commercial. Elle se retrouve 

aujourd'hui dans de nombreux journaux et magazines ou sur des autocollants 

pour enfants (Turner & Levey, 1993). 

Pour les systèmes à libération prolongée, les polymères peuvent être éliminés 

par hydrolyse, par dégradation enzymatique ou par une quelconque modification 

de l'environnement (pH, température, humidité) . Ces techniques de libération 

contrôlée sont surtout utilisées en pharmacie et cosmétique. 

La cinétique de libération peut être d'ordre 0 ou 1. Elle dépendra principalement 

de l'épaisseur de la membrane , sa porosité, sa composition chimique et bien sûr 

des propriétés de la matière active (Greenblatt et al., 1993). 

Lorsque la formulation et le procédé ont été envisagés, la suite de la m1se au 

point de la procédure d' encapsulation repose sur 1' étude des propriétés du 

système à encapsuler. La seconde partie de la revue sera donc consacrée au 

système lactoperoxydase 1 thiocyanate 1 peroxyde d'hydrogène, système modèle 

de notre étude. 

III. LE SYSTEME LACTOPEROXYDASE 1 THIOCYANATE 1 PEROXYDE 

D'HYDROGENE OU SYSTEME LP (LPS) 
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Le système lactoperoxydase 1 thiocyanate 1 peroxyde d'hydrogène est un 

système enzymatique antimicrobien naturellement présent dans le lait. 

La mise en évidence du lien existant entre la présence de peroxydase et 

d'oxydase dans le lait cru et l'activité bactéricide observée remonte aux années 

30 (Hanssen , 1924). Mais ce n'est que dans les années 60 que le rôle inhibiteur 

de la lactoperoxydase fut démontré, par ajout d'enzyme purifiée à du lait 

chauffé (Portmann & Auclair, 1959). Depuis, les études de caractérisation se 

sont multipliées. La lactoperoxydase se retrouve dans les principales sécrétions 

des mammifères comme les larmes, la salive ou le lait. Associée au thiocyanate 

et au peroxyde d'hydrogène, elle forme le système lactoperoxydasique ou 

système LP (Reiter, 1978). Ce système permet la transformation du thiocyanate 

(SCN") en hypothiocyanite (OSCN") en présence d'H 2 0 2 selon la réaction 

globale suivante : 

LPO 

L'hypothiocyanite a été rapidement identifié en tant que produit d ' oxydation 

majoritaire de la réaction . Les étapes et les produits d'oxydation intermédiaires 

ont été mis en évidence par la suite (Aune & Thomas, 1977). 

Ultérieurement, des études menées sur Streptococcus mutans ont permis 

d'identifier OSCN- comme l'agent antibactérien du système (Hoogendoorn et 

al., 1977) . 

Depuis, le spectre d'action du système est largement étudié. L'effet 

antibactérien du système LP a été testé sur de nombreuses souches bactériennes, 

d'altération ou pathogènes, présentant un intérêt alimentaire telles que 

Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli (Bj orck et al . , 197 5), Bacillus 

cereus (Zajack et al ., 1981), Listeria monocytogenes (Siragusa & johnson, 1989, 

Denis & Ramet , 1989), Salmonella Typhimurium (Reiter et al., 1976), ou 

Yersinia enterocolitica (Farrag et al., 1992). 
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Plusieurs études ont aussi été réalisées sur les agents responsables des canes 

comme Streptococcus agalactiae (Mickelson, 1979) ou Porphy romonas 

gingivalis (Fadel & Courtois, 2001) . Des travaux plus récents ont mis en 

évidence l'activité fongicide du système (Popper & Knorr , 1997 ; Jacob et al ., 

2000). 

Suite à ces différentes études, l'effet antibactérien du LPS a été résumé à 4 

réponses en fonction du type bactérien étudié (Reiter & Harnulv, 1984; 

Kussendrager & Van Hooijdonk, 2000). 

--} Sur les bactéries Gram-négative, catalase positive ou négative 

(Salomonella , Pseudomonas, Escherichia coli, Yersinia), l'action du système 

peut provoquer une bactéricidie sous des conditions de pH, de température et de 

population initiale déterminées. 

--} Sur les bactéries Gram-positive, catalase négative (Streptococcus, 

Lactobacillus), 1' effet du système est le plus souvent bactériostatique. Mais 

elles ont la particularité de s'autoinhiber dans le lait en conditions aérobies, 

suite à la production de peroxyde d'hydrogène. 

--} Les bactéries Gram-positive, catalase positive (Listeria, Staphylococcus), 

l'effet du système se manifeste par un arrêt de la croissance (bactériostase) sur 

des temps variables selon la sensibilité de la souche. 

--} Les bactéries sporulées sont à mettre dans une quatrième catégorie. En 

effet, le système LP agit contre les cellules végétatives selon le classement 

précédent mais , il reste inactif contre les spores . Dans la spore, la membrane 

plasmique de la cellule est protégée par plusieurs enveloppes. L'hypothiocyanite 

doit donc réagir avec les groupements thiols libres présents à la surface avant de 

pouvolf pénétrer la spore et interférer avec son métabolisme (Zaj ack et al., 

1981). 

Parallèlement, des études réalisées in vitro ont montré que le système 

lactoperoxydasique possédait des activités anti-tumorale et anti-virale et qu'il 

pouvait jouer un rôle de protection des cellules contre l'action de H20 2 (Van 

Hooijdonk et al., 2000). 
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111.1. LA LACTOPEROXYDASE (LPO, EC 1.11.1. 7) 

Les peroxydases sont présentes chez les bactéries, les moisissures, les plantes et 

les animaux. Elles peuvent être classées selon des critères structuraux . Les 

principales peroxydases sont la myéloperoxydase (MPO), la peroxydase 

eosinophile (EPO), la lactoperoxydase (LPO), la peroxydase thyroidienne (TPO) 

et la prostaglandine H synthase (PGHS) . 

Les peroxydases sont des enzymes à noyau hème qui utilisent le peroxyde 

d'hydrogène comme accepteur d'électron pour catalyser des réactions 

d'oxydation (0 'Brien, 2000). 

III.l.l. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES 

La lactoperoxydase est, après la xanthine oxydase, 1' oxydase la plus importante 

du lait de vache. C'est une glycoprotéine cationique formée d'une chaîne 

polypeptidique de 612 acides aminés, de 78,5 kDa, comportant 10 % de 

groupements carboxyles. Son point isoélectrique est égal à 9 (Marcozzi et 

al., 1998). Environ 12% de sa structure est non organisée , 23 % organisée en 

hélices a et 65 % en hélices ~ (Figure 18). 

Le groupement hème représente le centre catalytique de la molécule. Un ion 

Ca2
+ est lié à la molécule et semble avoir une importance dans la stabilité de la 

conformation de 1' enzyme. Le résidu histidine présent en H2 sert de lien avec 

1 'atome de fer du noyau et participe au transfert d'électrons lors des réactions 

avec SCN- et r (DeWit & Van Hooydong, 1996). L'activité lactoperoxydasique 

est optimale entre pH 5,1 et 6,5 (Hernandez et al ., 1990) . 
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• • • Hélices 

-~•• Brins 

Chaînes 

Figure 18 : représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la 

lactoperoxydase obtenue par extrapolation de la structure d'une 

myéloperoxydase (DeWit & Van Hooydong, 1996) 

111.1.2. STABILITE 

La lactoperoxydase est une enzyme thermostable . Sa dénaturation thermique 

débute à 70°C. Dans les con di ti ons de pasteurisation (72 °C-15 sec), 1' enzyme 

affiche une activité résiduelle d'environ 70%. Alors qu'elle est totalement 

désactivée après un traitement 80°C-15sec (Barrett et al ., 1999). Sa 

thermostabilité est plus faible dans du tampon ou dans du perméat de lait que 

dans du petit lait ou du lait. 
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Ce résultat est probablement lié à la présence de calcium qui stabilise la 

structure de 1' enzyme (Kussendrager & Van Hooijdonk, 2000) 0 L'enzyme 

conserve une activité sur une gamme de pH compris entre 4 et 9 0 Elle est 

complètement dénaturée à pH 2.6. Cette dénaturation peut être réversible pour 

des temps d'€xposition courts . Chauffée, elle est moins stable en conditions 

acides, surtout à faible concentration suite au relargage de l'ion calcium (Sato 

et al., 1992)0 Elle a une bonne résistance aux enzymes protéolytiques 

(Kussendrager & Van Hooijdonk, 2000). 

La lactoperoxydase peut aussi être dénaturée par le peroxyde d'hydrogène. En 

effet, la peroxydation de H 20 2 par la LPO peut conduire à 3 résultats différents. 

-<} En présence de suffisamment d'halogénure ou de thiocyanate comme donneur 

de 2 électrons au composé 1, la LPO est activée de façon optimale. 

-<} S'il n'y a pas suffisamment de donneurs, seulement un électron est transféré. 

Il y a alors accumulation du composé 2 et inactivation réversible de la LPO. 

-<} Si enfin, la réaction se passe en excès d ' H20 2 , le composé 3 est formé . Cela 

conduit à une inactivation irréversible de l'enzyme (DeWit & Van Hooijdonk, 

1996)0 

Cette inactivation de l'enzyme serait le résultat de la transformation du composé 

3 en enzyme native via une forme ferreuse (Fe2+) générant un radical ·oH. Ce 

dernier réagirait avec l'enzyme et entraînerait le clivage du cycle porphyrique, 

la libération de l'ion Fe3+ et par la même l'inactivation de la LPO (Figure 19). 
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composé 1 composé 2 

composé 3 

composé 3 

Oz 

_____ /::::..__ _____ __..) enzyme ferreuse (Fe 2•l 

LPO (Fe 3•) + OH-+ .OH 

clivage du cycle porphyrique + Fe 3
• 

Figure 19 : réactions d'inactivation de la lactoperoxydase (LPO) en présence 

d'un excès de peroxyde d'hydrogène (Kohl er & J enz er, 1989) 

Il est possible de stabiliser l'activité enzymatique de la lactoperoxydase en 

ajoutant des surfactants ioniques. Ils réagissent avec les protéines par des 

interactions hydrophobes et ioniques ou par formation de liaisons hydrogène. 

Généralement, les surfactants cationiques sont plus bactéricides que les 

anioniques car ils se fixent sur les charges négatives présentes à la surface des 

bactéries. Différents types de surfactants ont été testés comme par exemple : le 

sodium-dodecyl-sulfate (SDS, anionique), le chlorure de benzalkonium (Bz, 

cationique) ou encore le Triton X100 (non ionique). Le triton n'affecte pas 

l'activité de la LPO, le SDS la diminue d'environ 30% et l'ajout de Bz en faible 

concentration (0,3 mM) entraîne une augmentation de 10% de 1' activité 

lactoperoxydasique. Il semblerait que les charges positives favorisent 1' activité 

de l'enzyme (Marcozzi et al., 1998). En effet, ces mêmes tests réalisés avec du 

sulfate d'ammonium conduisent à des résultats similaires à ceux obtenus avec le 

chlorure de benzalkonium. En conclusion, la charge et la concentration du 

surfactant influencent 1' activité catalytique de la lactoperoxydase (Marcozzi et 

al., 1998). 
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111.2. LE THIOCYANATE 

Comme la lactoperoxydase , le thiocyanate est naturellement présent dans les 

tissus et les sécrétions des mammifères (lait, salive, sécrétion thyroïdienne) . 

Dans le lait, les concentrations en thiocyanate varient selon le type d'animal, 

son alimentation et la période de lactation (Tableau 3 et Tableau 4). Les deux 

sources majeures de thiocyanate sont les glucosinolates et les glucosides 

cyanogéniques. Les plantes du genre Brassica (famille des crucifères) tel que le 

choux, les céréales comme le maïs ou encore les pommes de terre en sont 

particulièrement riches (Wolfson & Sumner, 1993). 

Espèces LPO (Ulm!) seN- (ppm) 

Chèvre 1,55 4,5 

Vache 1,4 1 - 10 

Bufflonne 0,9 2,6 - 6 

Brebis 0,77 10,3 

Cochon d'Inde 22 

Femme 0,06 

Tableau 3 : Influence de l'espèce animale sur les quantités de lactoperoxydase 

et de thiocyanate présentes dans le lait (Zapico et al., 1991). 

Des essais ont été réalisés pour augmenter la teneur en thiocyanate du lait de 

vache en enrichissant leur alimentation en végétaux riches en précurseurs de 

SCN-. Malheureusement, 1' excès de thiocyanate est éliminé dans les urines. Il 

apparaît donc que le taux de SCN- dans les sécrétions est dépendant de 

1 'alimentation mais aussi des capacités d'élimination de 1' animal qui vont 

contrôler ce taux (Bibi & Bachmann, 1997). 
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SCK (ppm) 

5,62 

8,09 

2,5 

1,93 

Tableau 4 : Influence de la période de lactation sur les quantités de 

lactoperoxydase et de thiocyanate présentes dans le lait de chèvre (Zapico et 

a/.,1990) . 

111.3. LE PEROXYDE D'HYDROGENE 

En conditions naturelles, le peroxyde d ' hydrogène est difficilement détectable 

dans le lait car il est instable et rapidement réduit par les catalases et les 

peroxydases présentes. Toutefois, il est continuellement produit par certaines 

bactéries du type lactobacilles, lactocoques ou streptocoques évoluant en 

conditions aérobies et par des leucocytes. Dans un même milieu, certaines 

cellules bactériennes produisent de 1' H 2 0 2 pour li mi ter la croissance d'autres 

souches, permettant ainsi la prédominance de certaines espèces. Dans la salive 

et dans le lait , des études ont montré que les quantités de peroxyde d'hydrogène 

produites étaient suffisantes pour activer la lactoperoxydase (Reiter & Harnulv, 

1984) . In vitro, il est aussi possible d'activer artificiellement le système LP: 

soit par ajout direct d'une quantité suffisante d'H 20 2 ou d ' un générateur 

chimique tel que le peroxyhydrate de carbonate de sodium (Dionysius et al. , 

1991 ), soit par addition d'un système générateur enzymatique comme 

1 'association xanthine oxydase 1 hypoxanthine ou glucose oxydase 1 glucose. 
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La première utilisation d'un générateur enzymatique remonte aux années 85-90 . 

L'intérêt de l'utilisation d'un système enzymatique plutôt que l'ajout direct 

d'HzOz, repose sur la libération progressive du peroxyde, ce qui permet le 

maintien de l'activité lactoperoxydasique dans le temps (Shandholm et al., 

1988) . 

111.4. MODE D'ACTION DU SYSTEME LACTOPEROXYDASIQUE 

Les premières hypothèses sur le mode d'action du système ont été émises 

rapidement après la m1se en évidence du pouvoir antibactérien de 

1 'hypothiocyanite. L'activité du système LP a été testée sur des cellules 

d'Escherichia coli sauvages et des cellules dont la membrane a été altérée par 

action de 1' acide ethylène-diamine-tetra-acétique (EDT A) ou par un choc 

osmotique. L'altération de la membrane favorisant 1 'action du système, la 

localisation du site d'action de OSCN- au niveau de la membrane plasmique a 

été supposée (Thomas & Aune, 1978a). 

Les études suivantes ont montrées que le système LP agit par le biais de 

dommages membranaires et d'inhibition d'enzymes cytoplasmiques. Ces 

dommages sont dus à la fixation de l'hypothiocyanite aux groupements SH 

libres des protéines membranaires et des enzymes clés du métabolisme (Figure 

20). La fixation de OSCN- entraîne une modification du gradient de pH et une 

fuite d'ion potassium et d'acides aminés. Il en résulte une perturbation des 

activités cellulaires faisant intervenir des protéines, une inhibition de la chaîne 

respiratoire et un dérèglement de la synthèse d'ADN et d ' ARN (Hui, 1993) . 

Par la suite, d'autres travaux ont minimisé l'importance des interactions OSCN

/SH en mettant en évidence l'action de l'hypothiocyanite sur des protéines SR

indépendantes telle que la D-Lactate déshydrogénase (Law & John, 1981 ) . 
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HOS-protéine 

LPO Protéine-5-SCN 

HS-protéine 

Fi gu re 20 : Mode d'action du système lactoperoxydase 1 thiocyanate 1 peroxyde 

d'hydrogène (Thomas & Aune, 1978b) 

Aujourd'hui le mécanisme d'action exact du système n'est toujours pas 

parfaitement élucidé, son efficacité dépendant du taux de substance 

antibactérienne produite, du substrat employé pour la LPO et du mode de 

génération du peroxyde d'hydrogène. 

En effet, la lactoperoxydase peut utiliser d'autres substrats que le thiocyanate 

principalement des halogénures commer, Br-, Cr, 103 -. Plusieurs études ont été 

réalisées en substituant SCN- parr (Ferrari et al., 1997; Revol-Junelles et al., 

2001). L'iodure a souvent une activité antibactérienne plus marquée que le 

thiocyanate et de plus petites quantités sont nécessaires pour inhiber 

significativement les souches (Thomas & Aune, 1978b ). Le thiocyanate et 

l'iodure ont le même site de fixation sur la lactoperoxydase (De Wit & Van 

Hooijdonk, 1996) . L'affinité de la LPO est plus grande pour le thiocyanate que 

pour 1 'iodure (Ferrari et al., 1997). Cependant, 1' effet antibactérien dû à r est 

plus marqué que celui obtenu avec SCN- car IO- forme des complexes plus 

stables avec les groupements SH (De Wit & Van Hooijdonk, 1996) . 

Lorsque SCN- et r sont utilisés simultanément, les résultats obtenus sont 

dépendants du rapport des deux substrats. C'est pourquoi, des résultats 

contradictoires se retrouvent dans la bibliographie. Avec un rapport SCN-/r 

égale à 101100, Thomas (1985) a observé un effet antagoniste des deux 

substrats. 
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De même, une étude réalisée avec des proportions de 50150, 115 et 50/5 sur 

Actinobacillus actinomycetemcomitans, a montré un effet antibactérien plus 

faible que lorsque le système est constitué seulement der (Ihalin et al., 1998) . 

Au contraire, Bosch et al. (2000) ont montré que 1 'utilisation simultanée du 

thiocyanate et de 1 'iodure (1 0/60) améliore 1' activité bactéricide et fongicide du 

système contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans. 

L'utilisation couplée d'un système LP actif et de bactériocines telles que la 

ni sine permet d'élargir le spectre d'action du système et d'obtenir une inhibition 

de la croissance de Listeria monocytogenes supérieure à la somme des effets 

individuels. Cette synergie permet d'envisager leur utilisation pour un contrôle 

efficace des flores d'altération (Rodriguez et al., 1997). L'étude de la 

combinaison du système LP et de la nisine par plans expériences a confirmé cet 

effet synergique et a mis en évidence l'existence d'effet antibactérien à long 

terme (Boussouel et al., 1999). Lorsque la nisine est ajoutée en début 

d'expérience et le système LP dans les 4h suivantes, un effet bactériostatique 

est d'abord observé contre Listeria monocytogenes. Cette phase d'arrêt de 

croissance est rapidement suivie d'une chute de la population jusqu'à l'absence 

dans un millilitre (Boussouel et al., 2000). 

Le dernier paramètre pouvant influencer l'action du système est le mode de 

génération du peroxyde d'hydrogène. Lorsque la glucose oxydase est utilisée 

pour produire H 20 2 , il est nécessaire de maintenir un faible rapport H 20 2/SCN

pour que OSCN- reste le produit d'oxydation majoritaire. Dans le cas contraire, 

il y a accumulation de peroxyde d'hydrogène et de ses dérivés d'oxydation ce 

qui entraîne l'inactivation du système lactoperoxydase (Dionysius et al., 1991). 

De plus, un excès d'Hz Oz va entraîner 1 'oxydation d' OSCN- et donc diminuer la 

quantité disponible pour attaquer la membrane (Thomas & Aune, 1978b). 
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111.5. UTILISATION DU SYSTEME LP 

Le rôle naturel exact de la LPO est mal connu ma1s il consiste probablement en 

une désinfection du canal gastro-intestinal du veau lors de la tétée, le système 

LP étant activé grâce au peroxyde d'hydrogène produit par des lactobacilles 

(Shandholm et al., 1988). 

En industrie, de nombreux auteurs ont exploité le LPS pour augmenter le temps 

de conservation du lait par réduction du développement de la flore pathogène et 

d'altération. Par exemple, le système permet d'allonger la durée de conservation 

du lait cru . Couplé à la pasteurisation, cette prolongation peut dépasser 20 jours 

(Kamau et al., 1991). 

Depuis dix ans la FAO (Organisation des Na ti ons Unies pour 1 'Alimentation et 

1 'Agriculture) s'intéresse au système lactoperoxydasique pour aider à la 

conservation du lait cru dans les pays en voie de développement. En 1997, en 

collaboration avec l'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), le Codex 

Alimentarius, la FIL (Fédération Internationale de la Laiterie) et l'Université 

suédoise d'Uppsala, la FAO a établi un comité d'experts internationaux pour la 

promotion de la collecte laitière par la méthode de la lactoperoxydase en 

Afrique de l'ouest. Ce projet appelé «Global Lactoperoxidase Program » (GLP) 

a débuté au Kenya. Son initialisation repose sur la constatation qu'en Afrique de 

l'ouest plus de 5 millions de litres de laits sont perdus chaque année suite au 

manque de système de conservation entre le moment de la traite et l'arrivée à la 

laiterie. Plus de 80 pays ont témoigné un intérêt pour le système. De 1997 à 

2000, la méthode a été testée dans de nombreux pays comme le Pakistan, le Sri 

Lanka, le Mexique ou 1' Ouganda. Auj ou rd 'hui, le procédé est commercialisé en 

Chine, à Cuba et au Kenya (Figure 21 ). L'intérêt du système LP est son coût 

d'utilisation très modéré qui correspond au maximum à 3% du prix du litre de 

lait cru soit quelques centimes. Le programme entre désormais dans sa phase de 

consolidation, les essais sont étendus à de nouveaux pays d'Amérique du sud, 

d'Afrique et d'Asie. 
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Figure 21 : affiche de vulgarisation de l'utilisation du système 

lactoperoxydasique dans les pays chauds en voie de développement 

Mais, Le LPS a aussi été testé pour de nombreuses autres applications que le lait 

(Tableau 5). 

Produit Additifs Fonction Action 

Lait cru SCN/H202 conservation 3jll Ü°C 

Lait pasteurisé SCN/H202 conservation 21j/l Ü°C 

Fromage SCN/H202 conservation Sj/4-re 
Yaourt LPO contrôle d'acidité 14j/20°C 

Emulsion LPO/KIIGOD conservation 14j/20°C 

Cosmétique LPO/KIISCN/GOD conservation 2-4 mois 

Dentifrice LPO/SCN/Lysozyme/GOD cicatrisant journalier 

Ophtalmologie LPO/KIISCN/GOD protection 1 semaine 

An ti-tumoral LPO/GOD/ Anticorps cicatrisant périodique 

Tableau 5 : liste des principales applications du système lactoperoxydasique 
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Plusieurs brevets ont été déposés sur 1 'utilisation du système par exemple en 

médecine, pour les traitements in vivo des infections à Helicobacter pylori 

(W09726908) ou dans des pesticides, pour contrôler les populations de 

microorganismes phytopathogènes (W09922597). Aujourd'hui encore le nombre 

d'applications potentielles du système lactoperoxydase 1 thiocyanate 1 peroxyde 

d'hydrogène ne cesse de s'accroître. Des travaux récents ont montré que 

1 'emploi du système en aquaculture, permet de réduire la mortalité d'environ 

30%, lors du sevrage des jeunes poissons. De plus, il permet de lutter 

efficacement contre les infections du pou de mer. Une réduction de 58% de la 

population de poux est observable après 48h de traitement (Kussendrager & Van 

Hooij donk, 2000). 

Les produits alimentaires élaborés à partir de lait à système LP actif ne sont pas 

significativement différents des témoins. Le principal inconvénient de son 

utilisation est 1' augmentation du temps d'affinage ou d'élaboration du produit 

(production de la flaveur, taux de coagulation ou production d'acide) (Hui, 

1993). De plus, des études réalisées avec des cellules HeLa (cellules humaines) 

et CHO (Chinese Hamster Ovary) ont montré qu'aucun effet toxique n'est décelé 

lors de l'utilisation du système LP (Reiter & Harnulv, 1984). 

Aujourd'hui, la somme des connaissances acquises sur le système, ont conduit à 

la légitimation de 1 'association lactoperoxydase, glucose oxydase, glucose, 

thiocyanate comme auxiliaire technologique. Une fonction d'agent de lutte 

contre les microorganismes lui a été attribuée par le Codex Alimentarius. 
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IV. LE SYSTEME GLUCOSE OXYDASE/ GLUCOSE 

IV.l. CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES 

La glucose oxydase (~-D glucose oxygène 1-oxydoréductase, EC : 1.1.3.4) est 

une flavoprotéine homodimérique glycosylée (Aspergillus, Penicillium) ou non 

glycosylée (Phanerochaete chrysosporium). Elle catalyse 1' oxydation du D 

glucose en gluconolactone secondairement transformée en acide gluconique 

selon la réaction suivante (Haouz, 1994) : 

+ HzO 
D glucose gl uconolactone 

GOD-FAD GOD-FADH2 

Acide gluconique 

Cette réaction s'accompagne de la libération de peroxyde d'hydrogène. 

La glucose oxydase d'Aspergillus niger a une masse molaire de 160 kD et 

contient 16% de groupements carboxyles (Haouz et al., 2001). C'est une 

protéine acide, son point isoélectrique est égal à 4.2 (Swoboda & Massey, 

1966) . Chaque monomère est cons ti tué de 5 83 acides aminés et possède un pont 

disulfure qui participe probablement à l'activité enzymatique. Ils contiennent 

une mole de fer et une mole de FAD chacun (Frederick et al., 1990). L'enzyme 

est active sur une gamme de pH comprise entre 4 et 7, avec un optimum à 5.5 

(Haouz et al., 2001). 
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IV.2. THERMOSTABILITE 

Le frein à 1 'utilisation de la glucose oxydase est sa faible thermostabilité . En 

solution, l'enzyme perd rapidement son activité entre 30 et 40°C pour être 

totalement inactive à 50°C. Cette inactivation est partiellement réversible car 

après 10 min à 50°C, une partie de l'activité est retrouvée si l'enzyme est placée 

à température ambiante. Cette activité résiduelle va diminuer lorsque la 

température augmente, pour disparaître à 70°C . La dénaturation de 1' enzyme est 

en fait de deux types : 

-} réversible, lorsque 1' augmentation de température n'entraîne que des 

modifications conformationelles 

-} irréversible, lorsque les modifications sont chimiques. 

Les deux états sont liés car le taux de modifications chimiques dépend du 

débobinage de la protéine (Mitsuhiko et al., 1999). 

La dénaturation thermique de la glucose oxydase est aussi liée au pH de la 

solution. Plus 1' enzyme est active ; plus sa dénaturation thermique est ralentie. 

C'est donc au pH optimum de l'enzyme (5.6) que la dénaturation sera la plus 

faible (Haouz, 1994 ). 

L'immobilisation de l'enzyme est souvent employée pour améliorer la 

thermotolérance de la glucose oxydase. Malheureusement des problèmes 

d'inhibition par le peroxyde d'hydrogène existent et freinent le développement 

économique de ces études (Pitcher, 1980). 

IV .3. DEVELOPPEMENT ET UTILISA TI ONS 
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Plusieurs travaux se sont axés vers la caractérisation de nouvelles glucose 

oxydases possédant des propriétés originales d'intérêt industriel. Par exemple, 

une nouvelle GOD a été isolée chez Penicillium pinophilum. Après production, 

purification et caractérisation, il est apparu que le D-fructose était un bon 

substrat pour 1 'enzyme. Dans les fermentations classiques, le D-glucose est 

utilisé pour induire la production de la GOD. Rapidement, la croissance des 

cellules et la production de l'enzyme sont inhibées suite à l'acidification du 

milieu par 1' acide gluconique. Par contre, lorsque le D-fructose est employé, la 

croissance et la production ne sont pas ralenties car il n'y a pas d'acidification 

du milieu de culture. La quantité d'enzyme produite est donc plus importante 

(Rando et al., 1997). Une application possible de ces résultats serait la mise au 

point d'une culture de P. pinophilum sur saccharose. Il apparaît comme le 

substrat le plus approprié à une production à 1 'échelle industrielle de par son 

faible coût. De plus, la présence simultanée de glucose et de fructose réduit le 

taux d'acide gluconique libéré, ce qui diminue le nombre de titrations 

nécessaires à la régulation du pH. Ces travaux ont mis en évidence que le 

véritable inducteur de la glucose oxydase serait un métabolite commun au D

glucose et au D-fructose (Rando et al., 1997) . 

Aujourd'hui, Aspergillus niger et Penicillium amagasakiense sont utilisées pour 

produire l'enzyme au niveau industriel ce qui favorise le développement de ces 

applications. 

La principale application de la glucose oxydase est son utilisation en temps que 

biocapteur, associée ou non à une peroxydase, pour mesurer le taux de glucose 

ou le taux d ' oxygène. En effet, la glucose oxydase fut la première enzyme à être 

immobilisée dans les années 60 et elle est à l'origine de la notion de biocapteur 

(Haouz, 1994). 

La GOD est aussi appréciée pour sa capacité à réduire le taux d'oxygène ou de 

glucose dans les aliments ou les boissons (Rando et al., 1997) . Elle peut être 

utilisée pour augmenter le temps de conservation de certaines denrées. Par 

exemple, la glucose oxydase peut être utilisée pour prolonger le temps de 

conservation des crevettes. 
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Placer des crevettes jus tes pêchées dans une solution enzymatique contenant une 

glucose oxydase, une catalase et du glucose, le tout maintenu entre 0 et 2°C, 

retardait le développement des micro-organismes et préservait la qualité du 

produit (Dondero et al., 1993) . D'autres études ont montré que l'utilisation du 

système GOD 1 catalase en solution de glucose pouvait allonger la durée de 

conservation du poisson de 67% (Field et al., 1986). 

V. LA MICROENCAPSULATION APPLIQUEE A LA LACTOPEROXYDASE 

Plusieurs études ont été réalisées sur 1' activation du système lactoperoxydase 1 

thiocyanate 1 peroxyde d'hydrogène du lait par des enzymes immobilisées. 

La première étude date de 1976. L'équipe de Bjorck (1976) a immobilisé une~

galactosidase et une glucose oxydase afin de produire du peroxyde d'hydrogène 

à partir du lactose . Par cette étude ils ont démontré la faisabilité d'utilisation 

d'un générateur enzymatique immobilisé. 

Ensui te, à la fin des années 90, plusieurs études se sont succédées sur 

1 'immobilisation de la glucose oxydase et/ou de la lactoperoxydase toujours en 

vue d'une utilisation dans le lait. 

L'équipe de Garcia-Garibay a immobilisé une glucose oxydase et une lactase sur 

des pelotes de nylon et comparé l'effet obtenu à un ajout direct de peroxyde 

d'hydrogène. Après 24h à 8°C, La population bactérienne d'un lait cru traité 

avec 0. 7 5 mM d 'H 2 0 2 ou par 3 mm d'exposition au système générateur 

immobilisé, est considérablement réduite. La population de coliformes chute de 

79% avec les enzymes immobilisées et de 83% avec l'H 20 2 . La population de 

Staphy lococcus aureus chute respectivement de 68 et 53%, les psychrotrophes 

de 91 et 94% et enfin les champignons de 100% quel que soit le traitement. Les 

mêmes tests réalisés avec un supplément de thiocyanate ont aboutis à des 

résultats similaires (Garcia-Garibay et al, 1995). 
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Cette étude est intéressante pour démontrer la fonctionnalité des enzymes 

immobilisées. Cependant, il est nécessaire de rester plus réservé quand à la 

véritable activation du système LP. 

La lactoperoxydase et la glucose oxydase ont été immobilisées dans des 

liposomes. L'activité antibactérienne obtenue est testée contre des biofilms de 

Streptococcus gordon ii. Il apparaît que 1' efficacité du système est fonction des 

temps d'incubation liposomes- bio films et liposomes-biofilms-substrat et du 

type de substrat employé. La première partie de l'étude réalisée avec de l'iodure 

comme substrat pour la lactoperoxydase permet d'obtenir dans les meilleures 

conditions 40% d'inhibition (Hill et al., 1997). Lorsque SCN- est utilisé, le taux 

d'inhibition chute à 17.5% . Si la lactoperoxydase est remplacée par une 

chloroperoxydase en présence de cr, le taux d'inhibition peut atteindre 67% 

(Jones et al., 1998) . 

Une étude plus récente a démontré 1 'intérêt de la co-immobilisation d'une 

glucose oxydase et d'une peroxydase à manganèse (MnP) pour la dépollution. 

Les enzymes sont immobilisées par liaisons covalentes sur des billes de silice 

poreuses. Le procédé d'immobilisation entraîne de fortes pertes d'activité de 

87% pour la glucose oxydase, de 40% pour la peroxydase et de 70% pour le 

couple GOD/MnP. Toutefois, la stabilité du système immobilisé est meilleure. 

Après 6 semaines, 1' activité résiduelle est de 48% contre seulement 24% pour 

les enzymes libres (Van Aken et al., 2000) 

Ces fortes pertes d'activités suite à l'immobilisation des enzymes soulignent 

1' importance du choix de la méthode dans la réalisation d'une procédure 

d' encapsulation. 

Le travail de l'équipe de Van Aken (2000), comme plusieurs autres, est une 

étude de faisabilité qui s'attache plus à démontrer l'intérêt de l'immobilisation 

d'enzymes pour la réalisation de bioréacteurs continus, plutôt qu'à valider une 

méthode pour une application industrielle. Aujourd'hui, les publications traitant 

d' encapsulation de peroxydase et de glucose oxydase sont toutes réalisées dans 

ce sens. 
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Notre étude se propose de sortir de ce courant en réalisant une totale 

encapsulation du système lactoperoxydasique . C'est à dire de mettre au point 

une microbille autosuffisante contenant la lactoperoxydase, son substrat, et un 

générateur enzymatique de peroxyde d'hydrogène (GOD, glucose) . L'originalité 

repose donc sur la présence de tous les constituants dans une même unité. Ce 

principe élargit les domaines d'application du système aux milieux ne contenant 

pas de substrat oxydable pour la lactoperoxydase et donc accroît 

considérablement le nombre d'applications industrielles potentielles. 

VI. ALIMENTATION ET CONTAMINATION BACTERIENNE 

Les maladies liées à la consommation de produits contaminés sont nombreuses. 

Au 19ème siècle, les épidémies de typhoïde, de brucellose et de diphtérie étaient 

courantes. Dès 1939 aux Etats Unis et un peu plus tard en France, des exigences 

en matière de santé, d'hygiène ou de contaminations bactériennes ont permis de 

réduire les risques pour le consommateur (Hui, 1993). Aujourd'hui, les critères 

microbiologiques que doivent satisfaire les laits de consommation et les 

produits à base de lait sont de plus en plus stricts. 

Parmi les bactéries pathogènes les plus connues, on peut citer Clostridium 

botulinum qUI produit une des plus dangereuse toxine. Il forme des spores, ce 

qui rend son contrôle difficile ; toutefois sa toxine peut être détruite par 

chauffage . En France, les bactéries les plus souvent incriminées dans les TIAC 

(Toxi Infections Alimentaires Collectives) sont les Salmonelles, Staphylococcus 

au reus et Clostridium perfringens (Hui, 1993 ). 

Listeria monocytogenes, autre bactérie pathogène impliquée dans de nombreux 

cas de contamination bactérienne en agroalimentaire, a été choisie comme 

souche cible pour notre étude. 
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Listeria monocytogenes est une bactérie Gram-positive, anaérobie facultative, 

catalase positive. C'est un agent pathogène alimentaire «parfait». Ubiquiste, 

Listeria monocytogenes est très résistante aux conditions difficiles. Sa 

température optimale de croissance est comprise entre 3 0 et 3 7°C et son pH 

optimum entre 6 et 9 (Bergey's manuel, 1986). Cependant, elle peut se 

développer de 0 à 45°C, sur une gamme de pH variant de 4.5 à 9.6, dans du 

NaCl à 10% et à une aw de 0,92 (Breuillaud, 1996). 

Listeria monocytogenes est à 1 'origine de la listériose qUI se déclare 

principalement chez les nouveau-nés, les femmes enceintes ou les personnes 

présentant une faiblesse immunitaire (Hui, 1993 ) . La listériose peut toucher 

1 'homme et 1' animal, mais elle est faiblement contagieuse. L'affection peut 

revêtir de multiples aspects (Astier-Dumas, 1992). 

Les trois principales manifestations d'une listériose sont : 

--} les formes bénignes : angines, adénites, conjonctivites 

--} les formes neuro-méningées : expression clinique majeure, 50% de mortalité 

--} les septicémies : 32% de mortalité 

Depuis quelques années, une augmentation de la fréquence des listérioses et de 

la gravité de l'affection est décelée. Cet accroissement du nombre de cas de 

listériose dans les pays industrialisés est essentiellement lié à 1' allongement des 

chaînes alimentaires, au développement de la restauration collective et à 

1 'augmentation du nombre et de 1' espérance de v te des personnes 

immunodépressives ou fragilisées (Astier-Dumas, 1992). Mais c'est aussi une 

conséquence directe du renforcement de la surveillance et du dépistage des 

contaminations. 

Suite à 1' épidémie de 1992, la Direction Générale de la Concurrence, de la 

Consommation et de la Répression des Fraudes (DGCCRF) a mis en place un 

plan de surveillance établi en concertation avec les services de la Direction 

Générale de l'Alimentation . 
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Ses objectifs sont de repérer les denrées alimentaires les plus sensibles à la 

contamination par Listeria monocytogenes, d'évaluer les pro grès réalisés en 

matière de maîtrise du risque listérien et enfin, de réorienter, si nécessaire, les 

actions mises en place par les entreprises. Les résultats des plans de 1993 et 

1994 montrent que les produits les plus contaminés appartiennent au groupe des 

produits carnés avec 16% d'unités contaminées ; puis viennent les produits de la 

mer avec 11% et les produits laitiers, les pâtisseries et les produits végétaux 

avec respectivement 5, 4 et 5% d'unités contenant L. monocytogenes. En 

conclusion, environ 10% des denrées prélevées au stade de la distribution sont 

contaminées par Listeria monocytogenes. Néanmoins, 88% de ces produits 

contiennent moins de 100 Listeria/g ce qui constitue la limite admissible pour la 

santé publique (Pierre et Veit, 1996). 

La présence de Listeria monocytogenes présente donc un nsque pour le 

consommateur mais les retombés économiques pour le producteur ne doivent pas 

être négligées. Par exemple, une étude épidémiologique a identifié un lot de 

Brie de Meaux contaminé comme source de contamination initiale. Pour 

l'industriel, les conséquences furent le retrait du marché des lots suspectés, le 

renforcement des contrôles et surtout une baisse de 15 à 20% des ventes 

(Jacquet et al., 1994). 

Cette perte de confiance du consommateur est souvent très longue à retrouver, 

d'autant que le contexte alimentaire actuel est très sensible. Entre la vache 

folle, la fièvre aphteuse et le poulet à la dioxine, le consommateur réclame de 

plus en plus de garanties. Les achats deviennent raisonnés et le prix n'est plus 

un critère décisif. C'est pourquo1, il est nécessaire de poursmvre le 

développement de nouvelles méthodes de contrôle de la qualité. Notre étude 

s'inscrit donc parfaitement dans les préoccupations actuelles où les mots d'ordre 

sécurité et qualité sont dogmes. 
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Le but de cette étude est de mettre au point une nouvelle formulation du système 

lactoperoxydasique du lait afin d'en faciliter l'utilisation en industrie. 

Différents systèmes enzymatiques ont été étudiés tous basés sur la même 

composition : la lactoperoxydase, son substrat, un générateur de peroxyde 

d'hydrogène et son substrat. La caractérisation des formulations mises au point, 

a été réalisée au niveau physico-chimique et biologique. 

1. DOSAGES ENZYMATIQUES ET CHIMIQUES 

1.1. DOSAGE SPECTROPHOTOMETRIQUE DU GLUCOSE 

1.1.1. PRINCIPE 

Le dosage du glucose est réalisé grâce à un kit enzymatique BioMérieux 

(Glucose Enzymatique PAP 1200). La glucose oxydase (GOD) catalyse la 

conversion du glucose en D glucono-8 lactone ultérieurement transformé en 

acide gluconique selon la réaction suivante : 

GOD 
glucose acide gluconique + H202 

Cette oxydation s'accompagne de la production d' H202 dont 1' évolution est 

suivie par spectrophotométrie à 505 nm en présence d'une peroxydase (POD) et 

de 4 aminoantipyrine : 

POD 
2 H 202 + phénol + 4-aminoantipyrine -------;)-• quinonéimine + 4 H 20 

La variation d'absorbance due à la production de quinonéimine (couleur rose) à 

partir du glucose présent dans la solution, est lue à 505 nm après 20 min 

d'incubation à 20°C. La coloration obtenue est stable pendant 30 min. 
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1.1.2. COMPOSITIONS DES REACTIFS DU KIT 

La composition des deux réactifs fournis dans le Kit est reportée dans le tableau 

ci dessous (Tableau 6) . 

Réactif 1 tampon phosphate 150 mmol/1 

Phénol 10 mmol/1 

Réactif 2 amino-antipyrine 0,4 mmol/1 

Peroxydase 300 U/1 

Glucose oxydase 15000 U/1 

Tableau 6 liste des réactifs utilisés pour le dosage du glucose 

Les réactifs 1 et 2 sont mélangés volume par volume pour obtenir la solution de 

travail utilisée pour le dosage. 

1.1 .3. MILIEU REACTIONNEL 

Solution de travail . ....... . .. . ............. ... ... . ..... . ..... . ...... . 1 ml 

Echantillon . ..................... . ... . . . . .... ............... . . . . .. ........ 0. 01 ml 

Volume final. .......... . . . .... .. .... .. . ... . . ............. . .. .. . .. . ... . .. . 1,01 ml 

Le blanc du dosage est réalisé avec 1 ml de solution de travail. La concentration 

en glucose d'un échantillon est obtenue par référence à une courbe étalon. 

1.1.4. GAMME ETALON 

A partir d'une solution mère de glucose à 1 g/1, des solutions à 1000, 800, 600, 

400, 300, 200 et 100 mg/1 sont obtenues par dilution. Après ajout de la solution 

de travail , leur absorbance est lue à 505 nm. La gamme étalon a été réalisée 

dans de 1' eau distillée. Les mesures sont réalisées en triple afin de calculer une 

erreur moyenne sur le dosage (Figure 22). 
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Figure 22 : dosage du glucose dans l'eau par mesure de l'absorbance à 505 nm, 

mesures réalisées en triple . y = 0.004x, R2 = 0.99 

1.2. DOSAGE SPECTROPHOTOMETRIQUE DU THIOCYANATE 

D ' apr ès Betts & Dainton , 1953 

1.2 .1 . PRINCIPE 

L'anion thiocyanate réagit avec Fe3
+ pour former FeSCN2

+ , complexe de couleur 

rouge orangée dont 1' absorbance est mesurée à 460 nm. 

F e 3+ + S CN- -----------+ FeSCN2+ 

1.2.2. MILIEU REACTIONN EL 

Echantillon .... .... . . .... . . . . . .. .. . .... . . . . . . . .... . . . ... . . ............. .. . . 1,5 ml 

Réactif au nitrate ferrique ..................... ................. .. .. .. 1,5 ml 

(Fe(N0 3)3, 9 H 2 0 dans HN0 3 , 2M) 

Volume final .... . ...... . ........... . ........ . .......... . .... ..... . ... . . ... . 3 ml 
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1.2.3. MODE OPERATOIRE 

L'essai à blanc est réalisé en remplaçant l ' échantillon par de l ' eau distillée. La 

valeur de 1' absorbance est mesurée dans les dix minutes suivant 1' addition de la 

solution au nitrate ferrique et la concentration en thiocyanate est obtenue par 

référence à une courbe étalon. 

1.2 .4 . GAMME ETALON 

La gamme étalon est réalisée dans de l'eau distillée. Les résultats obtenus sont 

la moyenne de trois mesures et sont présentés avec la figure suivante (Figure 

23). 
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-.:r 
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= ~ 0.8 .Q -0 0.6 Vl 
.Q 

< 0.4 
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Figure 23 : dosage du thiocyanate en solution dans de l'eau par mesure de 

l ' absorbance à 460 nm, essais réalisés en triple. y= 0.0255 x, R2 = 0 .99 

1.3. DOSAGE DE L'ACTIVITE LACTOPEROXYDASIQUE 

D'après Shindler & Bardsley, 1975 . 
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1.3 .1. PRINCIPE 

La lactoperoxydase (LPO) transforme le thiocyanate en hypothiocyanite en 

présence d 'H202 selon la réaction : 

LPO 

L'activité de 1' enzyme est suivie par spectrophotométrie en présence de 2,2 '

azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) ou ABTS et d ' H 20 2. 

H202 + 2 ABTS réduits 

(incolore) 

LPO 
2 ABTS oxyd és + 2 H20 

(coloré) 

La variation d' absorbance de 1 'ABTS est proportionnelle à la quantité de 

peroxyde utilisé et donc à l'acti vité de la lactopero x ydase . 

1.3.2. MILIEU REACTIONNEL 

Solution d ' ABTS 1 mM en tampon phosphate . .. ...... .. ..... . ... 2 ml 

Solution d 'H20 2 10 mM ......... .. . ......... . . . . ............ . ........ .. .. 0 ,021 ml 

Echantillon . . ............... . . . .. .. . .. . .... .............. . .. . ... .. ..... . ....... 0,1 ml 

Volume final. .. ... .. . .. ... . ............ . .... . . . . .. . ..... . . ....... ...... . . ..... 2,121 ml 

1.3 .3. MODE OPERA TOI RE 

Le zéro de l'appareil est obtenu avec 2 ml d' ABTS pré -incubé 5 mm dans un 

bain-marie à 3 7 oc et 121 111 d'eau distillée . Dans une cuve de 

spectrophotométrie d'un cm de trajet optique, thermostatée à 3 7°C, 1 'ABTS pré

incubé 5 min est introduit et la réaction est initiée par ajout de l'échantillon 

enzymatique et du peroxyde d'hydrogène. 
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La variation d'absorbance est mesurée toutes les 10 s pendant 3 mm afin de 

déterminer la vitesse initiale de la réaction , f.,.A (min-1
). 

1.3 .4. CALCUL DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE : AE (Ul / ML) 

AE = M*2.121 
&,*0.1*103 

1 UI correspond à l'utilisation d'une Jlmol d'H 20 2 dans les conditions du dosage 

{- cm= 1,62 10-2 J.l.M- 1 .cm- 1 (estimation du coefficient d'extinction molaire de 

(ABTS)z dans le respect des conditions stœchiométriques à 412 nm) 

{- 2,121 : volume final du milieu réactionnel (ml) 

{- 0,1 : volume de la prise d'essai (ml) 

1.4. DOSAGE DE L'ACTIVITE GLUCOSE OXYDASIQUE 

(Boussouel , 2000) 

1.4.1. PRINCIPE 

La glucose oxydase (GOD) catalyse la transformation du ~-D glucose en 

D glucono - 8 lactone selon la réaction : 

GOD 
~-D glucose + Oz D glucono - 8 lactone + H 20 2 

Cette oxydation s'accompagne de la production d'H 20 2 dont l'évolution est 

suivie par spectrophotométrie à 412 nm en présence de peroxydase et d' ABTS : 

HzOz + 2 ABTS réduits 

(incolore) 

Peroxydase 
2 ABTS ox ydés + 2 HzO 
(coloré) 
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La variation d'absorbance de l'ABTS est proportionnelle à la quantité d'H 20 2 

formée donc à 1' activité de la GOD. 

!.4.2. MILIEU REACTIONNEL 

Tampon phosphate (0, 1 M) ..................................................... 2,2 ml 

D glucose 100 mg/ml ............................................... .... .. ......... 0,5 ml 

Peroxydase de raifort ( 1 mg/ml) ............................................. 0,02 ml 

ABTS ( 10 jlmol/ml) ............................................................... 0,1 ml 

GOD (Bio Serae) ............... ............... ................. ................... .. 0,2 ml 

Volume final ... ... .......... ....................... .. . .. ..... . ... ...... .............. 3,02 ml 

!.4.3. MODE OPERATOIRE 

Dans une cuve de spectrophotométrie d'un cm de trajet optique thermostatée à 

25 o C, introduire successivement : ~ Tampon P 

D glucose 

Peroxydase 

ABTS 

Le blanc de l'appareil est réalisé et la réaction est initiée par ajout de la GOD. 

La variation d' absorbance est enregistrée toutes les 20 s pendant 6 min afin de 

déterminer la vitesse initiale de la réaction 1:1A (min- 1
). 

1.4.4. CALCUL DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE : AE (UI / mL) 

AE M*3.02 
&m*0.200*103 
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1 UI correspond à 1 'utilisation d'une ~mol de D glucose dans les conditions du 

dosage 

~ &m = 1, 62 10-2 ~M- 1 .cm· 1 (estimation du coefficient d'extinction molaire de 

(ABTS)2 dans le respect des conditions stœchiométriques à 412 nm) 

~ 3,02 : volume final dans le milieu réactionnel (ml) 

~ 0,200 : volume de la prise d'essai (ml) 

1.5. REALISATION DES COURBES DE DISSOLUTION DES POUDRES 

La vitesse de dissolution des poudres est déterminée à partir du suivi de la 

concentration en thiocyanate au cours du temps. Une masse de 500 mg de poudre 

est placée dans un mini-réacteur à agitation douce par le dessus (Figure 24). Un 

volume de 50 ml d ' eau distillée y est ajouté délicatement pour ne pas favoriser 

la dissolution de la poudre. Des prélèvements de 12.5 ~1 sont effectués au cours 

du temps pour doser la concentration en thiocyanate. 

Agitation 

Poudre en solution 

Poudre solide 

Fi gu re 24 schéma du procédé utilisé pour réaliser les mesures de dissolution 
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Il. MESURES PHYSICO-CHIMIQUES 

11.1. OBSERVATIONS MACRO ET MICROSCOPIQUE DES POUDRES 

Les poudres obtenues sont observées directement afin d'apprécier leur couleur, 

leur texture ou la taille des particules qui la constituent. Ensuite, une étude au 

niveau microscopique a été réalisée au Laboratoire de Sciences du Génie 

Chimique (LSGC, ENSIC, INPL) de Nancy. L'observation des microbilles est 

réalisée avec un microscope électronique à balayage (JEOL JSM T33a A) . Les 

échantillons sont placés sur un cylindre recouvert de papiers autocollants et 

pelliculés d'une fine couche d'or et de palladium avec un « Fine Coat Ion 

Sputer » (JFC 11 a a) afin de permettre leur observation. 

11.2. DETERMINATION DE L'HUMIDITE RESIDUELLE 

L'humidité résiduelle des échantillons est obtenue par différence de masse avant 

et après séchage dans une étuve à 11 aoc. Un gramme d'échantillon est placé 

dans 1' étuve à 11 aoc pendant 12h . Sa masse est de nouveau mesurée et la 

quantité d'eau évaporée est ramenée à 1aa g de poudre pour obtenir la valeur de 

l'humidité résiduelle du produit en pourcentage de la masse initiale. 

11.3. REALISATION DES ISOTHERMES DE SORPTION 

11.3.1. PRINCIPE 

Les échantillons sont placés dans des enceintes à humidité relative imposées 

jusqu'à équilibre entre l'humidité relative de l'air est l'aw de l'échantillon. 
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11.3 .2. PROTOCOLE 

Des échantillons d' 1 g sont déposés dans des coupelles en mox dont le poids est 

connu. Chaque coupelle est ensuite introduite dans un bocal contenant une 

solution sursaturée en sel à Aw connue (Tableau 7). Après 3 semaines , temps 

nécessaire à l'équilibration, les échantillons sont de nouveau pesés (Greenspan, 

1977). 

Sels Li Cl MgCl2 NaBr CuCl2 KI SiCl2 

aw 0.1105 0.3300 0.5770 0.6856 0.6876 0.7083 

Sels NaCl NH4Cl KCl BaCh KN03 K2S04 

aw 0.7528 0.7710 0.8426 0.9019 0.9541 0.9730 

Tableau 7 : Liste des sels utilisés et de leur aw à 20°C 

Trois mesures sont réalisées pour chaque sel et la moyenne est utilisée comme 

résultat . L'humidité initiale de 1' échantillon est déterminée en pesant 1 g de 

produit laissé toute une nuit dans une étuve à 11 0°C. Les mesures obtenues sont 

traitées avec le logiciel Water Analyser Series 2 .05 (Landrock & Proctor, 1951 ). 

Parallèlement, la valeur d' aw de prise en masse est relevée pour chaque 

échantillon . 

11.4. ETUDE DE LA MORPHOLOGIE PAR ANALYSE D'IMAGES 

D'après Pons e t al ., 1997 

L'analyse d'images est réalisée au Laboratoire de Sciences du Génie Chimique 

(LSGC, ENSIC, INPL) de Nancy. La morphologie des particules constitutives de 

l'échantillon est observée par microscopie optique avec un microscope Leitz 

Dialux 20 et une caméra CCD monochrome reliée à une carte d'acquisition 

MATROX. 
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La gestion de 1' acquisition de 1 'image est réalisée grâce au logiciel Visilog 5 

(Noesis, Les Ulis, France). Après un prétraitement de l'image, différents 

descripteurs morphologiques sont calculés : 

-<} descripteurs macroscopiques : indices d'allongement, circularité 

-<} descripteurs mésoscopiques : concavité, robustesse 

Il.4.1. PRETRAITEMENT DES IMAGES 

Le but du prétraitement est de générer, à partir d'une image en mveaux de gris, 

une image binaire contenant la silhouette de la particule. De cette silhouette, 

une enveloppe convexe est déterminée. La figure suivante reprend les 

différentes étapes de ce prétraitement avec des particules de lyophilisat (Figure 

25). L'image binaire brute est obtenue par segmentation automatique. L'image 

binaire finale est 1 e résultat de 1' élimination des objets en con tact avec 1 es 

bords, du remplissage des objets transparents et de 1 'élimination du bruit (petits 

débris et poussières) par érosion - reconstruction. Les objets sont ensuite 

automatiquement individualisés. 

A· 
ICI· 

a. Image initiale en niveaux de gris b. image binaire après seuillage 

c. Remplissage 
particules limites 

;. 
1 • • 

d. Elimination des 
de fond 

.. 
.l 

e. Elimination du bruit 

Figure 25: étapes du prétraitement de l'image avant analyse, sur des particules 

de lyophilisat. 
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1!.4 .2. DESCRIPTEURS GE NER A UX DE FORME 

Le descripteur pnmaue de taille est le diamètre équivalent en surface (Deq) , 

c ' est à dire le diamètre du disque de même surface (S) que la silhouette: 

Deq = 2.J S / 1r 

La « longueur » est habituellement évaluée à partir du diamètre de Féret 

maximal (Fmax ) et« l'épaisseur» à partir du diamètre de Féret minimal (Fmin) . 

A partir de cette définition de la longueur et de l'épaisseur, des descripteurs 

morphologiques sont calculés : 

~ deux indices d'allongements 

2 

~ la circularité : C = Pc 
4*tr*S 

F max F max 
et-- . 

F min Deq 

où Pc est le périmètre de Crofton de la silhouette. Techniquement le calcul du 

périmètre est une opération délicate en analyse quantitative d'image. 

L'estimation fournie par la formule de Crofton semble être la meilleure car elle 

tient compte du nombre de pixels définissant le contour de la silhouette ma1s 

aussi de leur voisinage (pixel de fond et pixel objet). La circularité vaut 1 pour 

un disque et est supérieure à 1 quand la silhouette s'écarte de cette forme de 

référence soit parce qu'elle s'allonge soit parce que sa rugosité augmente 

(Figure 26). 

C=1 C> 1 et F ma x/F min > 1 C> 1 et F ma x IF min := 1 

Figure 26 distinction des formes à partir de la circularité et de 1' allongement 

Dans le cas d'agrégats, la notion de concavité est une donnée intéressante . Elle 

peut se définir par comparaison à une forme de référence convexe, comme 

1 'enveloppe polygonale convexe (Figure 2 7). 
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Silhouette Enveloppe polygonale 
convexe 

Fi gu re 2 7 : notion d'enveloppe polygonale convexe 

Concavité 

(grisé) 

A partir de ces données, deux nouveaux descripteurs de forme peuvent être 

calculés 

{- La robustesse : R = 2cv
1 

.JS 

{- L'indice de plus grande concavité (PGC) : PGC = ~ 

où ro 1 est le nombre d'érosions morphologiques nécessaires pour faire 

disparaître la silhouette et ro 2 son complément par rapport à 1' enveloppe 

polygonale convexe. L'intérêt de la robustesse est qu'elle permet une mesure 

généralisée de 1' allongement des particules, qu'elles soient rectilignes ou 

courbes. 

Les indices calculés sont ensuite systématiquement comparés à ceux du disque, 

repris dans le tableau ci-après (Tableau 8). 

Circularité FmaxiF mi 11 F maxiDeq Robustesse PGC 

Disque 1 1 1 0.8 0 

Tableau 8 Valeurs des descripteurs morphologiques d'un disque 
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11.5. ETUDE DE LA REPARTITION GRANULOMETRIQUE DES POUDRES 

La distribution granulométrique des poudres est étudiée par diffraction laser 

avec un Malvern Mastersizer S banc long (Malvern Instrument). La taille est 

étudiée en voie sèche et en voie humide en suspension dans 1' éthanol à 95% . 

Pour les mesures en voie sèche, une lentille de 1000 mm, couvrant une plage 

granulométrique de 4.2 à 3480 Il ffi, est utilisée. Lorsque 1' étude se fait par voie 

humide, une lentille de type 300 RF est utilisée. Les tailles allant de 0.05 à 900 

11m sont mesurées. L'analyse est réalisée automatiquement grâce au logiciel 

Mal vern accompagnant le granulomètre. L'analyse est effectuée en mode 

polydispersé qm ne fait aucune supposition quant à la distribution 

granulométrique de 1' échantillon. Les résultats sont présentés selon le modèle 

« standard sèche » ou « standard humide ». La mesure obtenue est en volume. 

Elle est considérée comme acceptable lorsque la valeur du résiduel est proche de 

1%. Pour chaque analyse, le dio, d 50 et d 90 sont relevés ainsi que le span ou 

largeur de la distribution . 

Span = 

Dso 

~ dio: taille pour laquelle 10% de l'échantillon se trouve en dessous 

~ d50 : taille pour laquelle 50 % de 1 'échantillon se trouve en dessous 

~ d 90 : taille pour laquelle 90 % de 1' échantillon se trouve en dessous 

11.6. ANALYSE CHIMIQUE PAR REFLEXION DIFFUSE PAR INFRAROUGE 

Les études de spectrométrie infrarouge sont réalisées au Laboratoire 

Environnement et Minéralurgie de l'Ecole Nationale Supérieure de Géologie 

(Nancy, France). 
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11.6.1. PRINCIPE 

La réflexion diffuse par infrarouge permet d'obtenir des informations chimiques 

sur la surface des échantillons testés. D'une façon générale, trois facteurs 

doivent être pris en compte pour analyser un spectre infrarouge : la position des 

bandes d ' absorption, leurs intensités relatives et leurs formes. Chaque 

fonctionnalité chimique émet spécifiquement une bande d'élongation et une 

bande de déformation qui donnent des informations directes sur la nature 

chimique de 1' échantillon (Tableau 9). 

Fonctionnalités 

OH 

NH 

CH 

C=O 

C=C 

C-0 

Fréquence (cm -1
) 

Elongation Déformation 

3650-2500 < 1680 

3600-2800 1680-1400 

2970-2845 1480-1370 

1815 - 1400 

1660-1620 

1370-1070 

Remarques 

Plus de liaisons hydrogènes, 
plus les fréquences sont basses 
et les bandes larges 

Amine/amide Ir simple liaison, 
amine/amide ur double liaison 

CH vinyliques et aromatiques : 
bande d ' élongation entre 315 0-
3000 cm- 1 

~ de fréquence = perte de 
double liaison 

Aromatiques : fréquence entre 
1650-1450 cm- 1 (vibration du 
cycle) 

Facile à détecter, Pour les 
époxy, fréquence plus basse : 
950-810 et 840-750 cm-1 

Tableau 9 : caractéristiques de 1' absorption infrarouge des principales 

fonctionnalités chimiques (De Donato et al. , 1999) 
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Il.6.2. PROTOCOLE 

Les spectres infrarouge sont réalisés avec un spectromètre infrarouge à 

transformée de Fourier (Brucker IFS 55) relié à une unité de réflexion diffuse 

(Harrick Corporation). Le détecteur est du type MCT refroidi à la température 

de 1' azote liquide. La résolution est de 2 cm-1
• Les échantillons sont broyés 

grossièrement pour briser les agrégats et sont dilués dans une matrice de KBr 

qui n'absorbe pas. La répartition est de 70 mg d'échantillon pour 370 mg de 

KBr. Les spectres obtenus sont exprimés en unité d'absorbance c'est-à-dire : 

. , logRKBr 
unzte = où R est 1 'intensité de la diffusion . 

logRrest 

Il. 7. STRUCTURE CHIMIQUE PAR DIFFRACTION DES RAYONS X 

Comme les spectres infrarouge, les diffractogrammes ont été réalisés au 

Laboratoire Environnement et Minéralurgie de l'Ecole Nationale Supérieure de 

Géologie (Nancy, France). 

Il. 7 .1. PRINCIPE 

L'étude de la structure chimique d'un composé par rayons X repose sur la 

diffraction du rayonnement par la présence d'une structure cristalline organisée . 

L'observation des phénomènes de diffraction n'est possible que sous deux 

conditions : 

{>- La longueur d'onde du faisceau incident est du même ordre de 

grandeur que les périodes du réseau cristallin 

{>- Tous les éléments diffusants diffusent un rayonnement en phase . 

Cette dernière condition est énoncée par la loi de Bragg : 

2dhkt sin(} = nA 

où dhkl est la distance entre deux plans d'indice hkl du composé, (}l'angle que 

forme le vecteur d'onde incident avec le plan hkl, A la longueur d'onde du 

rayonnement incident et n un nombre entier correspondant à 1' ordre de la 

réflexion. 
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D'un point de vue technologique, l'angle e est mesuré ce qui permet de 

connaître les distances entre les différents plans de 1' échantillon testé. Lorsque 

l'échantillon testé présente une structure cristalline, le diffractogramme est 

composé de pics dont la position reproduit la distance entre les plans de 

périodicité. 

Il . 7.2 . PROTOCOLE 

Les diffractogrammes sont réalisés sur un diffractomètre Jobin Yvon Sigma 

2080 opérant par réflexion. Il utilise le rayonnement Ka 1 du cuivre dont la 

longueur d'onde est de 1.5406 Â. L'échantillon est testé sous une forme 

désorientée c'est-à-dire que les particules qui le composent ne sont pas 

organisées. Les mesures de diffraction sont effectuées sur 50 mg d'échantillon 

déposés sur un porte-échantillon vertical. 

11.8. PROPRIETES RHEOLOGIQUES DES POUDRES 

Les propriétés rhéologiques des poudres ont été étudiées avec un testeur de 

poudre Hosokawa. Cet appareil regroupe plusieurs expériences basées sur les 

travaux de Carr (1965). La succession de neuf mesures indépendantes permet de 

définir différents critères : l'angle de repos, la densité aérée , la densité tapée, la 

compressibilité, 1' angle de spatule, la cohésion, 1 'angle de chute, 1' angle de 

différence et la dispersibilité. La combinaison de ces paramètres permet par la 

suite de calculer des indices représentatifs de l'aptitude à l'écoulement de la 

poudre ou « flowability » et de son aptitude à la fluidisation ou « floodability ». 

Aujourd'hui ces deux termes ne sont pas encore parfaitement clarifiés et 

particulièrement la « floodability ». Selon Carr (1965), la « floodability » d'une 

poudre est sa tendance à s'écouler comme un liquide suite à une fluidisation 

naturelle des particules par 1 'air mais pour d'autres auteurs, la « floodability » 

représente 1' étude du mouvement des particules formant une poudre lorsque 

cette dernière passe d'un état de repos à un état de mouvement suite à une 

contrainte (Kouadri-Henni et al., 1999). 
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Actuellement, plusieurs traductions françaises cohabitent comme indice de 

foisonnement, de fluidisation ou d'éboulement. De ce fait, en l'absence de 

définition unique, nous conserverons le terme anglais de « floodability » pour 

ne pas limiter son sens tout en conservant 1 'image d'indice de la tendance d'une 

poudre à fuser c'est-à-dire à être entraînée par 1' air. Dans un souci 

d'homogénéité, nous ferons de même avec le terme de « flowability »qualifiant 

la tendance à 1' écoulement d'une poudre. 

11.8.1. DETERMINATION DE L'INDICE DE« FLOWABILITY » 

L'indice de « flowability » est calculé à partir des mesures de l'angle de repos, 

la compressibilité, l'angle de spatule et la cohésion de la poudre à tester. 

- CALCUL DEL 'ANGLE DE REPOS 

L'angle de repos est égal à la valeur de 1 'angle oc que fait la pente d'un tas de 

poudre obtenu aléatoirement et 1 'horizontal (Figure 28). 

Système vibrant 
d'alimentation en poudre 

Figure 28: principe de mesure de l'angle de repos 

Plus la valeur de 1' angle mesurée est faible, plus la poudre a un bon écoulement. 

L'angle de repos est directement lié à la taille des particules, leur porosité, la 

cohésion de la poudre et sa fluidité. 
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- DETERMIN ATION DE LA C OMPRESSIBILITE 

La compressibilité d'une poudre est calculée à partir des mesures de densités 

aérée et tassée apparentes : 

(P-A)*100 
C= avec P : densité tassée et A : densité aérée 

p 

La densité apparente aérée est obtenue en faisant le rapport entre la masse de 

poudre et un volume donné : M 1/V (Figure 29). 

Alimentation 

Système vibrant 
d'alimentation en poudre 

180 chocs 

Figure 29: principe de la mesure des densités apparentes aérée et tassée 

La poudre est tassée par à une successiOn de 180 chocs . La masse de poudre 

tassée est mesurée (M 2) et le rapport M 2/V est calculé afin d'obtenir la valeur de 

la densité tassée apparente . 

Plus une poudre est compressible, plus son écoulement peut être bon. La 

compressibilité dépend principalement : de 1 'uniformité de taille et de forme, la 

déformabilité des particules, leur surface, la cohésion et l'humidité de la 

poudre. 
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- C A L CUL DEL 'A N GLE DE SPATULE 

Une quantité de poudre suffisante est déposée arbitrairement sur une spatule. 

L'inclinaison du tas de poudre obtenu est mesurée en trois points afin de 

déterminer l'angle de spatule avant impact. Après la mesure, l'éboulement de la 

poudre est simulé par un choc et la nouvelle valeur d'angle est mesurée et 

appelée angle de spatule après impact. La valeur prise en compte est la moyenne 

des deux angles précédemment calculés (Figure 30). 

Mesure de 1' angle de 
spatule avant impact 
en trois points 

poudre 

Impact 

Mesure de 1' angle de 
spatule après impact 
en trois points 

Figure 30: détermination de l'angle de spatule par mesure successive de l ' angle 

que forme la poudre sur la spatule avec 1 'horizontale avant et après impact. 

Une poudre qm possède une bonne aptitude à 1' écoulement aura tendance à 

former un angle unique de faible valeur. Si les propriétés d'écoulement sont 

mauvaises, le prisme formé sera de forme irrégulière et la valeur moyenne de 

l'angle de spatule souvent supérieur à 40°. Les caractéristiques de l'angle de 

spatule dépendent principalement de la cohésion de la poudre, sa surface, la 

taille des grains, leur forme et leur uniformité mais aussi de la fluidité, la 

porosité et la déformabilité des particules. 

- DETERMINATION DE LA COHESION 

La dernière mesure pnse en compte pour déterminer 1' indice de « flowability » 

est la cohésion de la poudre étudiée . La mesure de la cohésion se fait par 

tamisage . 

80 



Matériel & Méthodes 

Trois tamis de 75, 150 et 250 ~-tm sont superposés, la maille des tamis est 

déterminée automatiquement par 1' appareil en fonction des valeurs de densités 

tassée et aérée . Deux grammes de poudre sont déposés sur le tamis à plus large 

maille (250 ~-tm). Les tamis sont agités durant 84 sec et la quantité de poudre 

restante sur chaque tamis est pesée (Figure 31). 

2g de poudre 

E :J 7 5 ~rn 

@ Vibrations E 150~m 3 
150 !-lill 

E 250 um 3 75 J.lffi 

Figure 31 : principe de la détermination de la cohésion d'une poudre 

Si les deux grammes de poudres se retrouvent dans le tamis de 200 ~-tm, la 

poudre est dite 100 % cohésive. Si les deux grammes passent le plus petit tamis 

(75 J.lm), la poudre est 0 % cohésive. Les cas intermédiaires sont calculés en 

fonction de la masse de poudre présente sur chaque tamis : 

-{>- 5 % par 0.1 g de poudre présent sur le tamis de 250 ~-tm 

-{>- 3 % par 0.1 g de poudre présent sur le tamis de 150 ~-tm 

-{>- 1 % par 0 . 1 g de poudre présent sur le dernier tamis de 75 ~-tm. 

La valeur de la cohésion sera égale à la somme des pourcentages obtenus pour 

chaque tamis. Cette méthode est une mesure directe de 1' énergie nécessaire pour 

briser les agrégats de poudre sur un temps donné. Des phénomènes d'adhésion 

ou d'attraction électrostatique des petites particules sur les plus grosses 

faussent la mesure. C'est pourquoi ce critère reste très indicatif et non 

véritablement représentatif de la cohésion d'une poudre. 
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- -DETERMINATION DEL 'INDICE DE« FLOWABILITY » 

A partir de ces quatre résultats, un indice de « flowability » est calculé en se 

référant à un tableau de standard établi par Carr ( 1965). Un total de point est 

obtenu pour chaque expérience et la somme de ces quatre notes donne la valeur 

de l'indice de « flowability » et les caractéristiques générales d'écoulement de 

la poudre (Tableau 1 0). 

Angle de repos Compressibilité Angle de spatule Cohésion 
« Flowability » 

Deg Pts % Pts Deg Pts % Pts 

25 25 5 25 25 25 Excellente, 90-1 00 pts 
26-29 24 6-9 23 26-30 24 Pas besoin d'aide 

30 22.5 10 22.5 31 22.5 Pas de voûte 

31 22 11 22 32 22 Bonne, 80-89 pts 
32-34 21 12-14 21 33-37 21 Pas besoin d'aide 

35 20 15 20 38 20 Pas de voûtes 

36 19.5 16 19.5 39 19.5 Correcte, 70-79 pts 
37-39 18 17-19 18 40-44 18 Pas d'aide 

40 17.5 20 17.5 45 17.5 

41 17 21 17 46 17 Passable, 60-69 pts 
42-44 16 22-24 16 47-59 16 Peut accrocher 

45 15 25 15 60 15 <6 15 

46 14.5 26 14.5 61 14.5 6-9 14.5 Médiocre, 40-59 pts 
47-54 12 27-30 12 62-74 12 10-29 12 Agitation et vibrations 

55 10 31 10 75 10 30 10 

56 9.5 32 9.5 76 9.5 31 9.5 Très médiocre, 20-39 pts 
57-64 7 33-36 7 77-89 7 32-54 7 Agitation obligatoire 

65 5 37 5 90 5 55 5 

66 4.5 38 4.5 91 4.5 56 4.5 Très mauvaise, 0-19 pts 
67-89 2 39-45 2 92-99 2 51-79 2 Agitation spéciale 

90 0 >45 0 >99 0 >79 0 

Tableau 10 :grille d'évaluation de l'indice de« flowability »selon Carr (1965) 
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Il. 8. 2. DETERMINA Tl ON DE L'INDICE DE « FLOODABILITY » 

L'indice de « floodability » est calculé à partir de quatre critères: l'indice de 

« flowabili ty » précédemment calculé, 1' angle de chute, 1' angle de différence et 

la dispersibilité. 

- -DETERMINATION DEL 'ANGLE DE CHUTE 

A partir du tas de poudre obtenu lors de la mesure de 1' angle de repos, 

l'éboulement de la poudre est provoqué par une succession de 3 chocs. La 

mesure de 1' angle formé par la pente du tas de poudre obtenu et 1 'horizontal 

donne la valeur de l'angle de chute (Figure 32). 

x 3 

Figure 32: méthode de détermination de l'angle de chute 

Plus la poudre à une aptitude prononcée à la fluidisation, plus la valeur de 

l'angle sera faible. En effet, la présence d'air dans la poudre aura tendance à 

favoriser l'effondrement du tas formé. L'angle de chute va dépendre 

principalement de la fluidité de la poudre, la forme, la taille et 1 'uniformité des 

particules et enfin la cohésion. 

- - CALCUL DEL 'ANGLE DE DIFFERENCE 

La valeur de l'angle de différence s'obtient en soustrayant la valeur de l'angle 

de chute à celle de 1' angle de repos : 

A. de différence = A. de repos- A. de chute (Deg) 
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Une différence importante traduit une tendance à l'éboulement caractéristique 

des poudres à indice de « flowability » élevé. 

- - MESURE DE LA DISPERSIBILITE 

La quantification de la dispersibilité d'une poudre se fait par mesure de la 

différence de masse avant et après une chute d'une hauteur définie (Figure 33). 

Point de chute x 

Tunnel de plastique -----7 

Verre de montre 
taré 

-----?> • 

Chute en masse 
de 10 g de 

poudre 

Figure 33: appareil utilisé pour la détermination de la dispersibilité 

Dix grammes de la poudre à tester sont lâchés en masse au-dessus d'un verre de 

montre préalablement taré. Un cylindre de plastique canalise la chute. La 

quantité de poudre récupérée dans le verre de montre est déterminée par pesée et 

la dispersibilité est mesurée selon la formule : 

Dispersibilité (%) = 10 - (masse poudre récupérée) x 10 

- -DETERMINATION DEL 'INDICE DE« FLOODABILITY » 

Comme pour l'indice de « flowability », l'indice de « floodability » est calculé 

à partir d'un tableau de standards (Tableau 11). Les points attribués à chaque 

caractéristique ont été déterminés à partir d'expériences réalisées avec de 

1 'amidon possédant un indice de « floodability » très élevé (Carr, 1965). 
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Pour chaque expérience, une note est obtenue et la somme de ces quatre notes 

donne l'indice de« floodability »de la poudre étudiée. 

« Flowability » Angle de chute A. de différence Dispersibilité 

tab. 1 Pts Deg Pts Deg Pts % Pts 
« Floodability » 

60+ 25 10 25 30+ 25 50+ 25 
59-56 24 11-19 24 29-28 24 49-44 24 Très « floodable », 

55 22.5 20 22.5 27 22.5 43 22.5 80-100 pts 
54 22 21 22 26 22 42 22 Adaptation du 

53-50 21 22-24 21 25 21 41-36 21 matériel d'évacuation 
49 20 25 20 24 20 35 20 

48 19.5 26 19.5 23 19.5 34 19.5 
47-45 18 27-29 18 22-20 18 33-29 18 « floodable », 

44 17.5 30 17.5 19 17.5 28 17.5 60-79 pts 
43 17 31 17 18 17 27 17 Peut nécessiter une 

44-40 16 32-39 16 17-16 16 26-21 16 adaptation 
39 15 40 15 15 15 20 15 

38 14.5 41 14.5 14 14.5 19 14.5 
Tend à fuser, 

37-34 12 42-49 12 13-11 12 18-11 12 
33 10 50 10 10 10 10 10 

40-59 pts 

32 9.5 51 9.5 9 9.5 9 9.5 
Peut parfois fuser, 

31-29 8 52-56 8 8 8 8 8 
28 6.25 57 6.25 7 6.25 7 6.25 

25-39 pts 

27 6 58 6 6 6 6 6 
26-23 3 59-64 3 5-1 3 5-1 3 Ne fuse pas, 

<23 0 >64 0 0 0 0 0 0-24 pts 

Tableau 11 Grille d'évaluation de l'indice de « floodability » selon Carr 

(1965) 

Une poudre très « floodable », c'est-à-dire très fusante et dispersible, peut avoir 

un écoulement correct mais instable. Son utilisation en industrie implique 

souvent 1' adaptation des installations avec par exemple, des systèmes de 

déchargement à valves rotatives ou à roue étoilée et une agitation pour éviter la 

formation de voûtes. En conclusion, l'analyse d'une poudre avec le Powder 

Tester Hosokawa est une analyse multicritères. La réalisation de plusieurs 

expériences discrètes va permettre de déterminer deux indices caractérisant la 

« flowability » et la « floodability » de la poudre. 
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III. METHODES MICROBIOLOGIQUES 

111.1. MICROORGANISMES 

La souche Listeria monocytogenes CIP 82110 est retenue comme souche cible 

principale. Elle est conservée à - 20°C en bouillon TSBYE (Trypcase soja 30 

g/1, extrait de levure 6 g/1). Avant les expérimentations, la souche est repiquée 

deux fois dans du bouillon TSBYE stérilisé en autoclave à 120°C pendant 15 

min puis incubée 24 h à 37°C. Les spectres d'activité des microbilles sont 

effectués contre 8 souches dont Lis teri a monocytogenes. Leur nom et leur 

température optimale de croissance sont récapitulés dans le tableau suivant 

(Tableau 12). 

Souches 

Escherichia coli CIP 54.8 

Flavobacterium meningosepticum CIP 6057 

Listeria monocytogenes CIP 82 110 

Pseudomonas fluorescens CIP 69.13 

Salmonella enterica subsp. enterica serotype 

enteritidis CIP 81.3 

Shewanella putrefaciens CIP 80.40 

Staphylococcus aureus subsp. aureus CIP 7625 

Vibrio parahaemolyticus CIP 78.26 

Températures 

Tableau 12 liste des souches cibles et de leur température optimale de 

croissance 

Les pré-cultures de ces différentes souches sont réalisées dans les mêmes 

conditions que lors de l'utilisation de Listeria monocytogenes. 
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111.2. SYSTEMES ENZYMATIQUES ANTIBACTERIENS 

III.2 . 1. CHOIX DES SYSTEMES ANTIBACTERIENS 

Les études préalablement réalisées dans l'équipe de Microbiologie Alimentaire 

du laboratoire nous ont encouragés à choisir le système lactoperoxydase 1 

thiocyanate 1 peroxyde d'hydrogène (LPS) faisant intervenir l'association 

glucose oxydase 1 glucose comme générateur d'H 20 2 et sa variante où le 

thiocyanate de potassium (KSCN) est substitué par de 1 'iodure de potassium 

(KI). Ce dernier système a été retenu car l'effet antibactérien obtenu avec r est 

plus marqué que celui obtenu avec SCN- (Revol-Junelles et al., 2001). De plus, 

la substitution de SCN- par r permet de quantifier 1' impact du thiocyanate sur la 

stabilité du système encapsulé . Enfin, un système témoin sans lactoperoxydase, 

a été réalisé pour quantifier la part d'activité due à la production de peroxyde 

d'hydrogène par la glucose oxydase (Tableau 13). 

Noms LPS « classique » LPS « substitué » Témoin H202 
s SI SH 

Enzymes LPO LPO LPO 

GOD GOD GOD 

Substrats D Glucose D Glucose D Glucose 

KSCN KI 

Tableau 13 : systèmes enzymatiques retenus comme modèles de l'étude (LPO : 

1actoperoxydase, GOD : glucose oxydase) 

III.2.2. COMPOSITIONS DES SOLUTIONS A SECHER 

La composition initiale de la solution à sécher a été déterminée suite aux 

données microbiologiques obtenues lors de travaux préalables au laboratoire 

dans 1 'équipe de Microbiologie Alimentaire. 
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Les concentrations en glucose (Sigma, France) et en thiocyanate de potassium 

(Labosi, France) sont respectivement de 200 mg/1 et 40 mg/1. La concentration 

de la gomme acacia (Colloids Natural Internationale, France) a été arrêtée à 10 

%. Cette composition est appelée solution originale ou S 1 pour le LPS 

« classique », SI 1 pour le LPS « substitué » et SH 1 pour le témoin H 20 2 (Tableau 

13). Conjointement, différents rapports substrats/polymère compris entre 0.2 et 

50 % sont testés. Les solutions sont obtenues en multipliant les concentrations 

de la solution initiale par un coefficient croissant (Tableau 14 au Tableau 16) . 

Nom SI SJO S5o S1oo S2oo S4oo 

Coefficient 
multiplicatif des 1 10 50 100 200 400 
concentrations initiales 

Rapport substrats 1 
0.24 2.4 10.6 19.3 32.4 48.9 

polymère (%) 

Glucose (g/1) 0 .2 2 10 20 40 80 

Thiocyanate de 
0 .04 0.4 2 4 8 16 

potassium (g/1) 

Tableau 14 : compositions des noyaux secs destinés à ac ti ver le système 

lactoperoxydasique « classique » 

Nom SI 1 SI 1 o Siso SI1 oo Shoo SI4oo 

Coefficient multiplicatif 
des concentrations 1 10 50 100 200 400 
initiales 

Rapport substrats 1 
0 .24 2.4 10.6 19.3 32.4 48.9 

polymère (%) 

Glucose (g/1) 0 .2 2 10 20 40 80 

Iodure de potassium 
0.04 0.4 2 4 8 16 

(g/1) 

Tableau 15 compositions des noyaux secs destinés à activer le système 

lactoperoxydasique « substitué » 
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Nom SHI SH10 SHso SH10o SH2oo SH4oo 

Coefficient multiplicatif 
des concentrations 1 10 50 100 200 400 
initiales 

Rapport substrat 1 
0 .2 2 8 .9 16.1 27 40.8 

polymère (%) 

Glucose (g/1) 0.2 2 10 20 40 80 

Tableau 16 : compositions des noyaux secs destinés à quantifier l'activité 

antibactérienne liée à la production de peroxyde d'hydrogène par la glucose 

oxydase (système témoin) 

111.3. METHODE DES CERCLES D'INHIBITION 

Cette méthode est une technique semi-quantitative de visualisation de l'activité 

antibactérienne d'un produit sec. Elle est basée sur le pnnc1pe des 

antibiogrammes utilisés pour tester l'activité d'un antibiotique (Barry et al. , 

1970). 

III. 3. 1. PRINCIPE 

La poudre à tester est déposée à la surface d'une gélose contenant la souche 

cible prise dans la masse. La lactoperoxydase et la glucose oxydase sont aussi 

incluses dans la masse lorsque les tests sont réalisés avec les noyaux des 

microbilles qm ne contiennent pas d'enzyme. Le diamètre des cercles 

d'inhibition obtenus est mesuré au cours du temps (Figure 34). Le suivi de 

l'évolution de ce diamètre s'effectue sur 120h . Si, après 120h, aucune repousse 

n'est observée dans la zone d'inhibition, l'effet du système sera qualifié de 

bactéricide. Si, la souche colonise de nouveau la zone d'inhibition, alors, l'effet 

sera dit bactériostatique. 
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Zone de dépôt de la poudre 

Zone d'inhibition 

Figure 34 : principe de la méthode des cercles d'inhibition en boite de Petri 

III. 3 .2. PROTOCOLE 

Une pré-culture de la souche choisie comme cible est réalisée en milieu TSBYE 

(Trypcase soja 30 g/1 et extrait de levure 6 g/1). Le tube ensemencé est placé à 

la température optimale de croissance de la souche . Après 24h de pré-culture, 

1' absorbance de la culture est mesurée à 660 nm afin de déterminer le volume 

nécessaire pour ensemencer 100 ml de milieu gélosé TSAYE (trypcase soja 30 

g/1, extrait de levure 6 g/1, agar 8 g/1) pour parvenir à une population finale de 

104 UFC 1 mi (Abs = 0,001) . 

0,001 * 100 
Volume à prélever = 

Abs mesurée 

Lorsque le test est réalisé avec les noyaux seuls, des solutions mère de 

lactoperoxydase (Bio Serae, France) et glucose oxydase (Bio Serae, France) sont 

préparée 100 fois concentrées pour obtenir une concentration finale de 

respectivement 35 mg/1 (142 U/mg) et 1 mg/1 (45 U/mg) dans les 100 ml de 

TSA YE . Ces solutions enzymatiques sont stérilisées par filtration sur filtres 

Millipore 0.22 !lill (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). 
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Ensuite , 12 ml de TSAYE ensemencés avec la souche et SI nécessaire les deux 

solutions enzymatiques sont déposées sur une boite de Pétri. Les boites sont 

placés 15 min à 4°C puis séchées 45 min à 3rC. Une fois les boites séchées, un 

dépôt de poudre (10, 20, 30, 40, 50 ou 60 mg) est réalisé au centre de la boite. 

Pour permettre une bonne diffusion des composants, les boites sont placées une 

nuit à 4 °C. Elles sont ensuite mises en culture à la température de croissance de 

la souche et le diamètre d'inhibition est relevé à 8h puis toutes les 24h. 

III.4. METHODE DE SAUPOUDRAGE DES MICROBILLES 

Les boites tests pour le saupoudrage sont réalisées selon le même protocole que 

précédemment. La poudre, constituée par les microbilles, n'est plus déposée au 

centre de la boite mais saupoudrée sur toute sa surface. La zone d'inhibition 

obtenue est mesurée en cm 2
, par rapport de masse entre 1 cm 2 de papier et la 

masse de la zone d'inhibition observée. 

IV. METHODES DE SECHAGE DES SOLUTIONS ENZYMATIQUES 

IV .1. LYOPHILISATION 

La lyophilisation est une technique de séchage par sublimation de l ' eau 

contenue dans un matériau congelé sans en altérer la structure. La solution à 

lyophiliser est répartie en aliquotes de 10 ml dans des piluliers. L'ouverture est 

bouchée par un film transparent percé de trous pour permettre une bonne 

évaporation de l'eau lors de la sublimation. Les échantillons prêts sont congelés 

à - 30°C puis lyophilisés dans un lyophilisateur Lyovac GT2E (Amsco 1 Finn 

aqua) à 2 bars et -45°C pendant deux jours entiers. Le troisième jour, le 

lyophilisat est broyé avec un vibro-broyeur planétaire à billes et mouvements 

oscillants MM 2000 (Retsch) . Les billes en acier ont un diamètre de 6 mm ou 3 

mm et une masse de respectivement 2g ou 0.43g. Une ou plusieurs billes sont 

placées dans chaque pilulier pour obtenir un broyage par impact et écrasement 

(Figure 35). 
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Le temps et la vitesse d'agitation des bras sont fonction de la distribution de 

taille souhaitée . 

Pilulier 

Système de 

fix a ti on 

Figure 35 : schéma des mouvements de va et vient de la bille à l'intérieur du 

pilulier permettant le broyage du lyophilisat. 

Le nombre d'oscillations des fixations est d'environ 15 50 tours /min. Mais, il est 

possible de régler la vitesse de rotation du moteur (0 à 100 %) et ainsi, 

l'intensité des vibrations des bras portant les piluliers 

IV.2. ATOMISATION 

L'atomisation des solutions est réalisée sur un atomiseur pilote Niro Minor 

(Niro , France) dans les installations de la société Colloids Naturals 

International (Rouen, France). La solution d ' atomisation est préparée à 

température ambiante quelques heures avant le début du séchage afin de 

permettre un dégazage partiel. 

Durant le séchage , la température d'entrée de 1' air est de 170°C et la 

température de sortie 90°C . Une buse rotative est utilisée et le débit du produit 

est de 5 Hz (fréquence du moteur de la pompe). 
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IV.3. GRANULATION 

La granulation est réalisée sur un granulateur GLATT WSG 5 (GLATT 

Pharmatech, Allemagne). La température d'entrée de l'air est de 70°C et le liant 

est pulvérisé par une pression d'air de 0.5 bar. Le glucose et une partie de la 

gomme acacia sont placés sous forme de poudre dans le granulateur. 

Le thiocyanate et la gomme acacia restante sont mis en solution et pulvérisés 

sur le mélange glucose/gomme acacia de façon à former les agrégats. 

V. PELLICULAGE EN LIT D'AIR FLUIDISE 

Le pelliculage des enzymes sur les noyaux obtenus par atomisation, s'est 

déroulé dans le « Technology Training Center» de la société GLATT 

Pharmatech (Binzen, Allemagne). 

V.l. PRINCIPE 

Le pelliculage est réalisé sur un pelliculeur à lit d'air fluidisé pilote faisant 

intervenir la technologie Wurster. Les particules à enrober sont placées dans la 

chambre de pulvérisation. La solution d'enrobage est projetée en co-courant, à 

la base de la colonne directement dans le lit de particules. 

Un batch se déroule en trois étapes : 

-{>- pulvérisation de la lactoperoxydase 

-{>- pulvérisation de la glucose oxydase 

-{>- séchage des microbilles 
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V.2. PROTOCOLE 

Un pelliculeur pilote GPCG 1 (GLATT) faisant intervenir le procédé Wurster est 

utilisé. Une buse de 1.2 mm, un plateau d'aération de type A, spécial poudre, et 

des filtres de 10 ~-tm sont installés afin de bien fluidiser les particules de poudre. 

Différents pelliculages sont réalisés par batchs successifs de 500g. Les 

compositions finales des microbilles obtenues sont reportées dans les tableaux 

suivants pour les microbilles faisant intervenir un LPS «classique» et pour les 

compositions de LPS « substitué » (Tableau 17, Tableau 18). Les solutions 

enzymatiques sont préparées avec une solution saline à O. 9% pour la 

lactoperoxydase et du tampon phosphate 0.1 M, pH 6.4 pour la glucose oxydase. 

Deux pelliculages secondaires sont aussi testés sur les micro billes codées 3 82. 

Le premier enrobage est constitué de gomme acacia et le second de 

carraghénane (Tableau 19). 

Les conditions de pelliculage pour chaque composition sont résumées dans le 

Tableau 20. Les enrobages secondaires de gomme acacia et de carraghénane sont 

réalisés respectivement avec une température d'entrée de 1 'air de 40 et 50°C, 

une température du produit de 29 et 33°C, un débit de pulvérisation de 7 et 7.5 

g/min et une étape de séchage à 50°C dans les deux cas. 

Codage 
SsoE S2ooE 

S50 + LPO + GOD S200 + LPO + GOD 

Unité (g) (%) (g) (%) 

glucose 44.54 8.88 135.13 26.86 ::: 
~ KSCN 8. 51 1. 70 27.01 5.37 ·--·-":> 

446.95 89.13 337.87 67.15 ~ GA 
~ e LPO 1.30 0.26 3.00 0.60 ~ 
u 

GOD 0.14 0.03 0.17 0.03 

Tableau 17: composition des microbilles de LPS «classique » 
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Codage 
SlsoE Sl2ooE 

S/50 + LPO + GOD S/200 + LPO + GOD 

Unité (g) (%) (g) (%) 

glucose 44.54 8.88 135.13 26.86 
::: 
~ KI 8.51 1.70 27.01 5.37 .... -.... ~ 

GA 446.95 89.13 337.87 67.15 ~ 
1:), 

::: 
~ 

LPO 1.30 0.26 3.00 0.60 
~ GOD 0.13 0.03 0.16 0.03 

Tableau 18 : composition des microbilles de LPS « substitué » 

Codage 
S2ooEG S2ooEGC 

S1ooE +gomme acacia S10oEG + carraghénane 

Unité (g) (%) (g) (%) 

::: 
S2ooE ~ 600 66.6 266 60 .... -.... ~ GA ~ 300 33.3 134 30 

1:), 

::: 
~ Carraglténane 40 10 
~ 

Tableau 19 : composition du pelliculage secondaire des microbilles de LPS 

« classique » 

Codage SsoE S2ooE SlsoE ShooE 

Lactoperoxydase 

T 0 entrée air 45 50 45 45 
T 0 produit 26 30 31 28 

Glucose oxydase 

T 0 entrée air 45 30 45 45 
T 0 produit 26 26 26 27 

Sée/tage 

T 0 entrée air 45 40 45 45 
T 0 produit 29 28 29 29 

Débit de pulvérisation (glmin) 7 7 7 7 

Tableau 20: conditions expérimentales du pelliculage de la lactoperoxydase et 

de la glucose oxydase 
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1. DEFINITION DES CONDITIONS D'ETUDE 

L'objectif de ce travail est de mettre au point une formulation originale d'un 

système multienzymatique complet, enzymes et substrats, de façon à stabiliser 

son activité et faciliter son utilisation en industrie . 

Pour cela la réalisation d'une formulation sèche formant une poudre a été 

décidée. Des microbilles contenant le système multienzymatique sont élaborées 

de façon à activer la réaction enzymatique par une solubilisation lors du contact 

avec la surface humide des aliments (Figure 36). 

Saupoudrage 

Microbilles 

Dissolution de la microbille et 

activation du système 

Aliment 

Figure 36 schématisation du mode d'activation du système enzymatique 

Le choix de la formulation arrêtée, notre attention s ' est portée sur la 

détermination du modèle multienzymatique, 1 'organisation interne de la 

microbille et sur les techniques possibles pour son élaboration . 
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1.1. CHOIX DU MODELE 

Les études préalablement réalisées dans l'équipe de microbiologie alimentaire 

du laboratoire nous ont encouragés à choisir, comme modèle, le système 

lactoperoxydase 1 thiocyanate 1 peroxyde d'hydrogène (LPS), faisant intervenir 

l'association glucose oxydase 1 glucose comme générateur d'H 2 0 2 . 

Sa variante où le thiocyanate de potassium (KSCN) est substitué par de l'iodure 

de potassium (KI) a aussi été retenue car l'effet antibactérien obtenu avec r est 

plus marqué que celui obtenu avec SeN· (Revol-Junelles et al . , 2001). De plus, 

la substitution de SeN· parr permet de quantifier l'impact du thiocyanate sur la 

stabilité du système encapsulé et de tester la modularité de la microbille. 

Enfin, un système témoin sans thiocyanate a été élaboré afin de quantifier 

1 'effet antibactérien dû à la production de peroxyde d'hydrogène (Tableau 21 ). 

La comparaison des inhibitions obtenues avec le système complet et avec ce 

système témoin permettra de vérifier l'activation du LPS. 

Noms et LPS « classique » LPS « substitué » Témoin H101 
abréviations s SI SH 

Enzymes LPO LPO LPO 

GOD GOD GOD 

Substrats D Glucose D Glucose D Glucose 

KSCN KI 

Tableau 21 : systèmes multienzymatiques retenus comme modèles d'étude 

(LPO : lactoperoxydase, GOD : glucose oxydase) 
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1.2. CONFORMATION DE LA MICROBILLE 

Les systèmes modèles sont composés de deux substrats et de deux enzymes . 

Quatre configurations peuvent être envisagées (Figure 37) . Il est donc 

nécessaire de rechercher les avantages de chacune afin de choisir celle qui 

semble la plus appropriée. 

CJ 2 substrats 

l~i l mmmm:l 2 enzymes 

1 

CJ 1 substrat 

Q 1 enzyme 

Figure 37: schéma récapitulatif des quatre configurations de billes possibles 

La configuration n°l correspond à une successiOn de couches substrats 1 

enzymes. On peut imaginer, au centre le thiocyanate très hygroscopique, ensuite 

la LPO relativement thermorésistante, le glucose puis la glucose oxydase . Lors 

de la re-solubilisation de la microbille, le glucose et la glucose oxydase seront 

les premiers à être activés et le peroxyde d'hydrogène produit risque de migrer 

vers l'extérieur plutôt que d'aller activer la LPO. Il peut en résulter un 

accroissement de l'effet antibactérien dû à H 20 2 , ce qui n'est pas le but 

recherché. 
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Dans la configuration n°2, la conformation de la microbille est similaire à la 

précédente mais cette fois les enzymes sont au centre et les substrats à la 

périphérie. Se cumulent aux risques de migration de l'H 2 0 2 , des problèmes de 

diffusion. En effet, les substrats, plus petits que les enzymes, vont diffuser plus 

loin et plus rapidement. Une partie risque donc de se disperser dans le milieu 

sans interagir avec les enzymes et 1 'efficacité du système pourrait en être 

diminuée . De plus la présence de glucose en surface risque de fortement 

dégrader le comportement rhéologique de la poudre formée par les microbilles, 

car le glucose est une substance collante, difficile à stabiliser par séchage . La 

présence d'humidité dans 1' air ambiant peut induire une réhydratation 

superficielle des microbilles et entraîner leur agglomération. 

Pour la configuration n°3, les enzymes sont au centre et les substrats à la 

périphérie. Comme dans le cas précédent, un risque de pertes de substrats existe 

suite à leur diffusion dans le milieu. De plus, la glucose oxydase est une enzyme 

thermosensible, sa présence au cœur de la bille implique une succession de 

phases de chauffage lors de son pelliculage puis successivement celui du 

glucose et du thiocyanate. La perte d'activité de 1' enzyme due au procédé de 

fabrication peut donc être plus importante que lorsque 1' enzyme est pelliculée 

en dernier. 

La configuration n°4 correspond à un noyau composé d'un mélange des deux 

substrats servant de base au pelliculage des deux enzymes . La réhydratation 

progressive de la bille va permettre la mise en contact des différents 

constituants. Les enzymes étant de plus grosses molécules que le glucose et le 

thiocyanate, leur diffusion lors de la re-solubilisation sera limitée. Le système 

sera donc facilement activé. 

Cette dernière solution apparaît comme la plus acceptable. Elle implique la 

réalisation préalable d'un noyau utilisé comme base pour le pelliculage des 

enzymes. 
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La réalisation de la microbille se déroule donc en deux étapes : 

-<} l'élaboration du noyau sec contenant différentes quantités de glucose et de 

thiocyanate ou iodure, 

-<} le pelliculage de la lactoperoxydase et de la glucose oxydase autour du 

noyau obtenu. 

---~--

1.3. REALISATION DU NOYAU SEC 

Les premiers essais de déshydratation du mélange glucose 1 thiocyanate ont été 

un échec. La pâte obtenue est apparue comme impossible à stabiliser. L'ajout 

d'un polymère inerte servant de matrice a donc été décidé. En vue d'une 

utilisation du système en industrie agroalimentaire, le choix du polymère s'est 

fait dans le respect des contraintes législatives du domaine. 

!.3 .1. CHOIX DU POLYMERE 

Le polymère retenu doit être d'origine naturelle, inerte vis-à-vis des souches 

bactériennes. Il doit limiter les transferts d'eau de façon à stabiliser la poudre 

tout en possédant un caractère hydrophile suffisant pour permettre la dissolution 

des microbilles lors du contact avec la surface à traiter. Parmi les nombreux 

polymères naturels existants, plusieurs sont préconisés pour une utilisation 

alimentaire . Ce sont principalement des polysaccharides comme 1' alginate ou le 

carraghénane ou encore les gommes. La gomme acacia a retenu notre attention. 

Ce polysaccharide d'origine végétale remplit au mieux les conditions que nous 

nous sommes imposées. 

En effet, la gomme acacia est un polymère naturel. Les solutions présentent une 

très faible viscosité en regard d'autres polysaccharides de même masse 

moléculaire (Sanchez et al., 2000). Ainsi, les taux de matière sèche sont plus 

importants et les apports d'énergie nécessaires au séchage réduits. La gomme 

acacia possède d'excellentes propriétés filmogènes ce qui fait d'elle un bon 

agent d' encapsulation (Ré, 1998). 
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Sa capacité à former des films diminue le caractère exagérément hydrophile du 

produit et réduit les transferts de gaz et d'humidité (Berk & Dumoulin, 1996) . 

Jusqu'à des concentrations de l'ordre de 55% la gomme est soluble dans l'eau 

froide. C'est une bonne barrière à l'oxygène évitant ams1 les nsques 

d'oxydation (Ré, 1998). Elle est autorisée en alimentaire et référencée sous le 

code E414 au Codex alimentarius en tant qu'additif. Enfin, c'est une fibre 

soluble à faible valeur énergétique ce qui peut apporter une valeur ajoutée au 

produit final (Phillips, 1998). Ces différentes considérations nous ont amené à 

retenir la gomme acacia comme matrice inerte d'encapsulation. L'addition de ce 

polymère au glucose et au thiocyanate, implique une étape de mélange en milieu 

aqueux des trois constituants suivie d'une phase de séchage pour former le 

noyau sec. 

1.3.2. CHOIX DES METHODES DE SECHAGE 

Il existe plusieurs méthodes de séchage . En industrie la lyophilisation et 

1' atomisation sont les plus fréquemment rencontrées. 

La lyophilisation est une méthode très respectueuse du produit. L'intérêt de son 

utilisation repose surtout sur une seconde étape de broyage du lyophilisat qui 

permet de calibrer la taille des noyaux obtenus. Cependant, son passage en 

industrie implique un gros investissement financier et le procédé en deux étapes 

reste défavorable à son application. 

L'atomisation est plus facile à extrapoler à l'industrie. La granulométrie finale 

du produit est dépendante du type d'installation et du type de buse utilisé. Son 

coût est plus réduit, d'environ 6 fois par rapport à la lyophilisation (Ré, 1998). 

Les paramètres importants pour une bonne atomisation sont : une faible 

hygroscopicité du produit et une faible viscosité des solutions à sécher. Plus la 

substance retient 1' eau, plus il sera nécessaire d'apporter de 1' énergie pour 

obtenir un séchage satisfaisant et le temps de séchage en sera augmenté. 
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De même, une solution trop visqueuse nsque d'être difficile à pulvériser et les 

risques de colmatage de l'installation sont accrus. Le prix de revient du produit 

final en sera de ce fait affecté. 

La dernière méthode de séchage envisagée est la granulation. C'est une 

méthode de séchage et de formation de particules par agglomération de plus 

- d._e_tites , suite à la pulvérisation d'un liant. Ce procédé fait intervenir la 

technologie de la pulvérisation et de la fluidisation (Mortenson & Houmand, 

1975) . Son intérêt est de pouvoir contrôler la taille des particules, mais les 

faibles températures de séchage impliquent des temps de résidence longs. 

Le choix du procédé étant délicat sans expérimentation, les trois méthodes ont 

été expérimentées et la décision finale est prise après l'étude de l'impact de 

chacune des méthodes sur les propriétés des particules obtenues. 

1.3 .3 . COMPOSITIONS DES SOLUTIONS 

La composition originale de la solution à sécher a été déterminée à partir des 

données microbiologiques obtenues lors de travaux préalables au laboratoire 

dans 1 'équipe de Microbiologie Alimentaire. Les concentrations en glucose et en 

thiocyanate sont respectivement 200 mg/1 et 40 mg/1. La concentration de la 

gomme acacia a été arrêtée à 10% . Cette composition est appelée solution 

originale ou S 1 pour le LPS «classique » SI 1 pour le LPS « substitué» et SH 1 

pour le témoin H 2 0 2 . Parallèlement, différentes fractions substrats /masse totale, 

entre 0.2 et 50%, sont testées en maintenant le rapport glucose/ thiocyanate 

constant et égale à 5 (M&M). 
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La micro bille dans sa forme finale est composée d'un noyau sec comprenant les 

substrats et d ' un pelliculage contenant les enzymes . Deux enrobages 

supplémentaires à base de gomme acacia et de carraghénane sont réalisés afin de 

modifier les propriétés physico-chimiques et microbiologiques de la microbille 

(Figure 38) . 

Pelliculage contenant la LPO 
+ GOD 

Noyau matriciel de gomme 
acacia contenant le glucose 
et le thiocyanate/iodure 

Pelliculage facultatif de 
régulation 

Figure 38: conformation de la microbille, LPO 

glucose oxydase 

En résumé, 3 modèles d'études ont été retenus 

lactoperoxydase, GOD : 

L ' association glucose 1 glucose oxydase, système enzymatique témoin de 

1 ' activité antibactérienne d'H 2 0 2 , abrégé SH, (GOD : glucose oxydase) : 

Glucose 

Acide gluconique J GOD 
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Le système lactoperoxydasique « classique» ou S faisant intervenir 

l'association glucose 1 glucose oxydase comme générateur d'H 2 0 2 , (GOD : 

glucose oxydase, LPO : lactoperoxydase, A . : acide) : 

Glucose 

A. gluconique J GOD 

seN

[ OSCN-

Le système lactoperoxydasique substitué ou SI dans lequel le thiocyanate est 

remplacé par de 1 'iodure de potassium (GOD : glucose oxydase, LPO : 

lactoperoxydase, A. : acide) : 

Glucose 

J GOD 

A. gluconique 

Pour aider à la compréhension du déroulement de 1' étude, des orgamgrammes 

ont été réalisés, reprenant les différentes étapes de la mise au point pour chacun 

des 3 systèmes multienzymatiques retenus. Ces organigrammes sont présentés 

sur la feuille libre jointe au manuscrit ainsi qu'en annexe du document (annexe 

1). 

105 



Résultats & discussion 

Il. EFFET DE LA METHODE DE SECHAGE SUR LES PROPRIETES DES NOYAUX SECS 

OBTENUS 

Dans cette première partie, l ' impact de la méthode de séchage sur les propriétés 

des noyaux est étudié , afin de déterminer la méthode de séchage la plus 

appropriée à la réalisation de noyaux secs qui seront ultérieurement pelliculés. 

Pour ne pas multiplier les facteurs dans les expériences de caractérisation, 

1 'étude des poudres formées par les noyaux est menée sur une composition 

intermédiaire, S200 (Tableau 22). 

Produits 

Gomme acacia 

Glucose 

Thiocyanate 

Concentrations (gll) 

100 

40 

8 

% masse totale 

67.6 

27 

5.4 

Fraction substrats 1 masse totale: 32 .4 % 

Tableau 22 composition chimique des poudres testées 

La caractérisation des noyaux se fait tout d ' abord au mveau de la particule par 

une observation globale des poudres au mveau macroscopique pms 

microscopique . Ensuite, une étude quantitative par analyse d'images est menée 

afin de définir la morphologie des particules. Dans la seconde partie, des 

expériences physico-chimiques sont réalisées au niveau de la poudre : humidité 

résiduelle, isothermes de sorption, analyse de la structure chimique de surface, 

étude de 1' organisation de la structure chimique et enfin caractérisation du 

comportement rhéologique. 
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11.1. CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE 

La connaissance des distributions de taille et de forme des poudres est 

nécessaire. Ces propriétés vont, en effet, affecter le comportement des poudres 

par exemple lors de leur fluidisation pour le transport, la préparation de 

mélange ou encore durant le stockage (Kouadri-Henni & Benhassaine, 1999). De 

plus, la qualité du pelliculage des enzymes va dépendre de la morphologie et de 

la taille des particules utilisées comme support. 

Il.l.l. ÜBSERV A TI ONS MACRO ET MICROSCOPIQUE 

L'aspect des poudres est étudié tout d'abord au niveau macroscopique pms au 

niveau microscopique afin de mettre en évidence 1' impact de la méthode de 

séchage employée sur la morphologie des particules obtenues. 

Figure 39 : observation macro (A) et 
microscopique (B) de la poudre 
lyophilisée 

La poudre lyophilisée est légèrement 

jaunâtre, brillante par la présence de 

facettes sur les particules (Figure 

39A). Sa structure semble être plutôt 

de type cristalline. Son écoulement 

paraît correct. 

Les particules de lyophilisat sont très 

irrégulières, plutôt allongées et 

fortement anguleuses (Figure 39B). La 

distribution de taille semble large avec 

une absence de fines 
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Figure 40 : observation macro (A) et 
microscopique (B) de la poudre 
atomisée 

Figure 41 : observation macro (A) et 
microscopique (B) de la poudre 
granulée 

Résultats & discussion 

La poudre atomisée est blanchâtre, 

mate (Figure 40A). Les particules qui 

la constituent, semblent être de plus 

petite taille avec la présence de 

poussières. L'échantillon a tendance à 

motter ce qm peut traduire un 

écoulement peu satisfaisant. 

Les particules atomisées sont plutôt 

sphériques. La présence de fines se 

confirme (Figure 40B). Les plus 

petites particules sont souvent 

agglomérées sur les plus grosses ce 

qui peut expliquer la tendance au 

mottage de la poudre. 

La poudre granulée est jaunâtre 

(Figure 41 A). Contrairement aux 

poudres obtenues avec les deux autres 

procédés, elle est constituée de 

particules de grande taille . Son 

écoulement semble fluide, sans 

mottage, mais lors de son stockage , 

des phénomènes de prise en masse 

apparaissent. 

Les granules sont formés de particules 

agglomérées (Figure 41 B). Ils sont de 

tailles importantes et faiblement 

sphériques . Leurs contours sont 

anguleux. La structure des particules 

est poreuse. 
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La morphologie des particules constitutives des poudres diffère en fonction de 

la méthode de séchage employée. L'observation macroscopique révèle des 

différences de taille et de forme de particules, de couleur et de texture 

L'observation par microscopie électronique à balayage vient corroborer les 

premières observations réalisées sur les poudres au niveau macroscopique . 

Il .1.2 . CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE QUANTITATIVE 

Pour mieux quantifier les différences de morphologie des particules en fonction 

de la méthode de séchage employée, une analyse d'image a été réalisée . La 

poudre obtenue par granulation n'a pas pu être analysée par cette technique car 

elle est exclusivement constituée d'agglomérats de grosse taille qui rendent 

impossible l'étude des grains constitutifs. C'est pourquoi les résultats présentés 

ne reprennent que la caractérisation des poudres obtenues par lyophilisation et 

atomisation (Tableau 23) . 

Lyophilisation 

Atomisation 

Cercle 

Circularité Fmax/Fmin Fmax/Deq Robustesse 

1.9 ± 2 

1.1±0.2 

1 

1.8±0.7 

1.2 ± 0.2 

1 

1.5±0.3 

1.1 ± 0.1 

1 

0 .7±0.1 

0.8 ± 0.07 

0.8 

PGC 

0.1 ± 0.1 

0.03 ± 0.06 

0 

Tableau 23 : descripteurs de forme calculés par analyse d'image, 

lyophilisation : 1568 particules analysées, atomisation : 1040 particules 

Lors de l'analyse , 5 descripteurs sont calculés, la circularité, Fma x1Fmin et 

FmaxiDeq, la robustesse et l'indice de plus grande concavité (PGC) . Les deux 

indices d'allongement, F max1Fmin et F maxiD eq, caractérisent 1' étalement de la 

silhouette dans les plans horizontaux et verticaux . La valeur de la robustesse 

renseigne aussi sur 1' allongement des particules mais sans tenir compte de la 

forme globale, contrairement aux deux précédents, qui sont plus adaptés à 

1 'étude de particules du type sphéroïdes . 
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Les particules analysées sont comparées à un cercle. Cette forme est 

caractérisée par une circularité et des indices d'allongement (Fmax1Fmin et 

FmaxiDeq) égaux à 1. La robustesse est égale à 0.8 et la concavité est nulle 

(Tableau 23). Plus une particule se rapproche d'un cercle plus ses descripteurs 

seront voisins de ces valeurs. 

Les particules de lyophilisat sont anguleuses. Leur circularité est égale à 1.9 

ce qui l'éloigne du cercle. Les indices d'élongation et de plus grande concavité 

(PGC) sont élevés, la robustesse faible ce qui traduit une morphologie de 

particule fortement irrégulière . Les écart-types des différents descripteurs sont 

élevés. Ce résultat met en relief la forte hétérogénéité de forme de la population 

(Tableau 23 ). 

{- Les particules atomisées sont sphériques. Leur circularité est égale à 1 et 

les indices d ' élongation ont une valeur très proche de celle du disque. Elles sont 

convexes car leur indice de concavité est faible (PGC = 0.03) . Les écart-types 

sont acceptables, ce qui permet de conclure à une répartition morphologique 

relativement homogène (Tableau 23). 

Il.1.3. DISTRIBUTION DE TAILLE 

La distribution de taille des trois types de particules est obtenue par 

granulométrie laser. Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau 24. 

Lyophilisation 

Atomisation 

Granulation 

26 ± 0.3 

14 ± 0.5 

14 ± 0 .5 

dso (pm) 

131 ± 2 

37 ± 1 

55 ± 7 

450 ± 8 

84 ± 1 

2289 ± 476 

Span 

3.2 

1.8 

41 

Tableau 24 : distributions granulométriques des poudres en fonction de la 

méthode de séchage employée 
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La distribution granulométrique est étudiée par référence aux valeurs de d 1o, d50 

et d 90 . Ces trois données représentent la taille en dessous de laquelle se trouve 

10, 50 et 90% de la population . La valeur du span traduit 1 'étalement de la 

distribution. 

Les particules formant la poudre lyophilisée ont été obtenue après broyage du 

lyophilisat pendant 50s dans un broyeur à billes. La distribution de taille est 

très large (span = 3.22) avec un diamètre moyen en volume de 131 jlm . Ces 

paramètres traduisent une forte hétérogénéité de taille de la population. 

La poudre atomisée est constituée de petites particules dont le diamètre moyen 

est de 3 7 jlm. Le span de la distribution est assez élevée ce qui correspond à une 

population hétérogène. La poudre compte une part importante de fines et de 

poussières identifiables sur le graphique de distribution granulométrique (Figure 

42). 

= -
' 

Fines : 

:1: ' ' 
' ' 
' ' 
' ' 
' ' 
' ' 
' ' 
' ' 
' ' 
' ' 

1000.0 10000. 

Taille (/lm) 

Figure 42 distribution granulométrique par voie humide de la poudre atomisée 
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Les particules de la poudre obtenue par granulation sont de grande taille . Le d 50 

n'est pas très élevé (55 J..Lm) mais la forte valeur de d 90 démontre la présence de 

gros agglomérats qui viennent fausser les calculs de répartition granulométrique 

(Tableau 24). 

En conclusion, cette première partie de l'étude morphologique des trois poudres 

a montré que : 

~ La lyophilisation conduit à la production de particules présentant une forte 

hétérogénéité de taille et de forme avec une morphologie très irrégulière. 

~ L'atomisation permet d'obtenir des particules sphériques avec une 

distribution de taille large et une présence importante de fines et de poussières. 

~ La granulation aboutit à la formation de particules agglomérées de grande 

taille. Leur morphologie est assez proche d'une sphère et leur structure poreuse. 

11.2. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES POUDRES 

Il.2 .1. HUMIDITE RESIDUELLE 

Un faible taux d'humidité résiduelle est nécessaire pour éviter la formation de 

ponts liquides et donc l'agglomération d'une poudre durant son stockage. De 

plus la cohésion d'une poudre dépend, entre autre, de 1 'humidité. En effet, 

moins la poudre est humide, moins elle est cohésive et donc plus son écoulement 

sera bon (Teunou & Fitzpatrick, 2000). L'humidité résiduelle des poudres 

obtenues, en fonction de la méthode de séchage, est calculée par différence de 

masse avant et après une nuit à 110°C (Figure 43). 
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Lyophilisation Atomisation Granulation 

Figure 43 : humidité résiduelle des 3 poudres obtenues par lyophilisation, 

atomisation et granulation. 

La poudre obtenue par lyophilisation présente le plus fort taux d'humidité 

résiduelle. L'atomisation et la granulation permettent d'obtenir des produits à 

très faible humidité résiduelle (Figure 43) . Toutefois, ces taux d'humidité 

résiduelle sont tout à fait acceptables pour une application industrielle. 

11.2.2 . ISOTHERMES DE SORPTION 

La réalisation des isothermes de sorption permet de comparer les caractères 

hygroscopiques des constituants. Pour une même activité de 1 'eau (aw), un 

composé hygroscopique présente une teneur en eau supérieure à celle d'un 

composé simplement hydrophile. 

Tout d'abord, l'influence du type de méthode de séchage employé est étudiée 

sur une composition de micro bille umque. Puis, 1' incidence de cette 

composition, principalement du taux de substrats encapsulés, est recherchée afin 

de valider le choix de la gomme acacia comme polymère matriciel. 
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- INFLUENCE DE LA METHODE DE SECHAGE 

Les courbes de sorption des trois poudres sont similaires (Figure 44). La 

méthode de séchage n'a pas d'impact sur le comportement hydrophile des 

0,7 
-...- Lyophilisation 
-v··- Granulation 

Q,) 0,6 f -Atomisation 
"'0 

lt.Q.) :: 0,5 - 0 
:0 "' 0,4 ·- ~ =--=0 0,3 = "' = 0,2 ~ 

0,1 
.Ao 

0 ! ' ·- - . 

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 

Aw 

Figure 44 : isothermes de sorption des poudres obtenues par lyophilisation, 

granulation et atomisation 

- INFLUENCE DE LA COMPOSITION 

L'impact de la méthode de séchage étant négligeable, l'isotherme de la poudre 

atomisée est retenue comme représentant des trois méthodes . Il est comparé aux 

isothermes des produits bruts afin de rechercher le composé dont l'influence est 

la plus marquée (Figure 45). 
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1 

~Glucose 

- Thiocyanate 

---.;:--· G. Acacia 

--- Atomisation 

Figure 45 isothermes de sorption des produits bruts et de la poudre 

Le thiocyanate est le constituant le plus hygroscopique. La poudre, réalisée par 

atomisation du mélange de ces 3 constituants, présente un comportement très 

similaire à celui de la gomme acacia pure (Figure 45). 

--~ 
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Figure 46 

1.4 

1.2 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0 

0 0.2 0.4 0.6 0.8 

Aw 

10 
-+- 50 
-+-200 
-+-400 
-,,- GA 
_._KSCN 

isothermes de sorption de poudres contenant des quantités 

croissantes de thiocyanate et de glucose (1 0, 20, 50, 200, 400 fois les 

concentrations originales, GA : gomme acacia) 
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Lorsque les quantités de glucose et de thiocyanate augmentent, la poudre 

conserve un comportement comparable à celui de la gomme acacia seule (Figure 

46). A 400 fois les concentrations originales, la fraction de substrats encapsulés 

est d'environ 50%. Or, l'influence de ces quantités importantes de glucose et de 

thiocyanate n'est sensible que pour les très fortes aw (> 0.8). Il apparaît donc que 

la gomme acacia permet de contrôler efficacement le caractère exagérément 

hydrophile du thiocyanate. Son choix est donc intéressant pour une utilisation 

avec des composés à forte hygroscopicité. 

11.3. ANALYSE DE SURFACE PAR SPECTROMETRIE INFRAROUGE 

La spectrométrie infrarouge par réflexion diffuse renseigne sur la nature des 

groupements chimiques présents à la surface des particules. La comparaison des 

spectres des produits bruts à ceux des poudres obtenues avec chacune des 3 

méthodes de séchage permet d'identifier le composant majoritaire de la surface 

de la microbille. 

4.1 
u = ~ 

.&:1 
loo 
0 

"' .&:1 
~ 

2050 

0,8 ~ 
0,6 

0,4 

0,2 

4.1 0,8 
u 
; 0,6 

.&:1 
loo 
0 0,4 

~ 0,2 

o ~~~.-T=~-.~--~~~~ 0 +-~~.-~~-..-~~-.--~ 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0 

Nombre d'onde (cm-1
) Nombre d'onde (cm-1

) 

a. Thiocyanate 

41 .... 
= ('il 

.&:1 .... 
0 

"' .J:l 

< 

b . Glucose 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 

0 +--.---.--.---,--.--.---,--. 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0 

Nombre d'onde (cm-1
) 

c. Gomme acacia 

Figure 47 : spectres RDITF (Réflexion Diffuse Infrarouge à Transformé de 

Fourier) du thiocyanate (a), du glucose (b) et de la gomme acacia (c) 
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Le spectre infrarouge du thiocyanate est caractérisé par un pic bien défini à 

2050 cm-1
• Celui du glucose présente le profil classique d ' un sucre, très édenté 

et riche, avec des bandes à 1000-1200 cm -1 correspondant aux vibrations des 

liaisons O=C=C et à 3000-3600 cm- 1 pour les vibrations des groupements OH. 

La gomme est un polysaccharide possédant une fraction protéique , son profil est 

donc moins bien défini qu ' un sucre et les vibration des fonctions amide des 

protéines (1680-1480 cm- 1
) sont présentes (Figure 47). 
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Figure 48 : spectres RDITF (Réflexion Diffuse Infrarouge à Transformé de 

Fourier) de la poudre obtenue par: lyophilisation (a), atomisation (b) et 

granulation ( c) 

Dans chacune des trois poudres , le thiocyanate est visualisable grâce à son p1c 

caractéristique à 2050 cm- 1 (Figure 48). 
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Les profils des spectres des poudres lyophilisée et atomisée sont tout à fait 

similaires, elles présentent donc les mêmes fonctionnalités chimiques. Le 

spectre obtenu pour la poudre granulée est différent (Figure 48a, b, c). 

La comparaison avec les spectres des produits bruts, montre que les spectres de 

la poudre atomisée et de la poudre lyophilisée sont semblables à celui de la 

gomme acacia seule (Figure 48a, b et Figure 47c). La gomme est donc le 

composé majoritaire présent à la surface des particules. Ce résultat atteste d'une 

bonne encapsulation des substrats dans la matrice de gomme. 

Sur les spectres des poudres atomisée et lyophilisée, les bandes 841, 772 et 645 

cm- 1 (Figure 48a, b) sont plus marquées que sur celui de la gomme acacia seule 

(Figure 47c). Ces différences mettent en évidence la présence de glucose. Pour 

confirmer ces différences, il est possible de calculer l'intensité relative de ces 

bandes par rapport à une bande inchangée sur le spectre de la gomme, le pic à 

1074 cm- 1 (Tableau 25). 

Intensité relative 

Lyophilisation 7 6 19 

Atomisation 4.3 3.7 8.7 

Gomme acacia 9 9 

Tableau 25 : comparaison des intensités relatives des pics caractéristiques du 

glucose sur les spectres DRIFT des poudres lyophilisée et atomisée par rapport à 

la gomme acacia 

L'intensité relative des trois pics est inférieure pour la lyophilisation et 

1 'atomisation à celles calculées pour la gomme acacia (Tableau 25). Cette baisse 

d'intensité relative équivaut à une augmentation de 1841 , 1772 et 1645 due à la 

contribution apportée par le glucose. Le glucose est donc visualisable sur les 

deux spectres des poudres lyophilisée et atomisée. 
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Toutefois, dans le noyau, le glucose correspond à 27% de la masse totale 

(Tableau 22). Son influence sur les spectres est donc négligeable comparée à la 

quantité présente dans la particule . Pour comparaison, le thiocyanate qUI ne 

correspond qu'à 5,4% de la masse totale est nettement plus visible que le 

glucose. 

La méthode de réflexion diffuse est une méthode faiblement invasive . Lorsque 

le rayon infrarouge frappe les particules, il ne pénètre pas au cœur de la 

particule mais seulement de quelques microns. Les faibles traces de glucose 

observées en périphérie supposent que la majorité se trouve concentrée dans le 

centre de la particule. Des hypothèses sur 1 'organisation interne des particules 

sont donc possibles (Figure 49) . 

1 

Thiocyanate en 
périphérie 

2 

Thiocyanate dans 
toute la mat ri ce 

Fi gu re 49 hypothèses d'organisation interne des particules lyophilisée ou 

atomisée 

La faible teneur en glucose de la périphérie est en faveur d'un cœur concentré 

en glucose. Mais la forte intensité du pic correspondant au thiocyanate ne 

permet pas de conclure sur sa répartition. Avec ces informations, il est 

impossible de trancher entre une concentration de KSCN à la périphérie ou une 

répartition homogène dans toute la matrice de gomme et dans le cœur (Figure 

49). Cependant, les résultats des cinétiques de dissolution, présentés dans la 

suite du manuscrit, montrent qu'environ 10% de KSCN est libéré immédiatement 

pour la poudre atomisée et 50% pour la poudre lyophilisée. 
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Ces proportions représentent les quantités de thiocyanate présentes à la 

périphérie des particules. Elles sont donc en faveur d'une distribution homogène 

du thiocyanate dans la matrice de gomme acacia. La seconde hypothèse est donc 

la plus représentative de l'organisation interne des noyaux obtenus par 

atomisation et lyophilisation (Figure 49). 

La poudre obtenue par granulation présente, au contraire des deux autres, un 

spectre similaire à celui du glucose (Figure 48c et Figure 47b) . Avec ce procédé 

de séchage , il y a donc une faible encapsulation matricielle des substrats. De 

plus, la présence d'une grande partie du glucose en surface peut être un frein à 

l'écoulement de la poudre car le glucose est une substance collante. Ce résultat 

permet en outre, d'expliquer les phénomènes de prise en masse observés durant 

le stockage. 

11.4. ANALYSE DE LA STRUCTURE ATOMIQUE PAR RAYONS X 

L'observation macro et microscopique des poudres laisse penser que la poudre 

lyophilisée a une structure cristalline (II.l.l ) . Pour vérifier ce résultat, une 

analyse de la structure chimique aux rayons X est réalisée . Les spectres des 

trois poudres sont présentés ci -après (Figure 50 et Figure 51). 
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Figure 50 spectres rayons X de la poudre lyophilis ée et de la poudre atomisée 
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Figure 51 spectres rayons X de la poudre granulée 

Les spectres des poudres lyophilisée et atomisée sont similaires, attestant d'une 

structure amorphe (Figure 50) . Contrairement à ce que l'observation de la 

poudre obtenue par lyophilisation nous laissait penser , elle n'est pas constituée 

de cristaux. 

Cependant , la poudre obtenue par granulation présente un spectre caractéristique 

d ' une structure cristalline (Figure 51) . Ce résultat inattendu est directement lié 

à la méthode. En effet , lors de la granul ation, le glucose est ajou té sous forme 

sèche. Il n'y a pas de création de particule mais agglomération de particules 

préformées. C'est donc la structure cristalline du glucose qui réapparaît dans le 

spectre. Pour les deux autres méthodes , les produits bruts sont solubilisés avant 

d'être séchés, ils perdent donc leur structure organisée et la procédure de 

séchage employée ne permet pas de re-cristallisation. 

La structure chimique intervient principalement sur la solubilité . Un composé 

amorphe est plus soluble qu'un composé cristallin. Au contraire, une structure 

cristalline est souvent plus dense que la structure amorphe car les arrangements 

cristallins minimisent les vides. De façon générale, une structure amorphe 

présente toujours une isotropie des propriétés alors qu'un cristal peut avoir des 

propriétés différentes liées à son arrangement chimique interne . 
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11.5. CINETIQUES DE DISSOLUTION DES POUDRES 

Les courbes de dissolution des trois poudres ont été réalisées afin de mettre en 

évidence les différences de structure des noyaux. Un volume d'eau constant est 

ajoutée à 500mg de poudre . Des prélèvements sont effectués au cours du temps 

sur lesquels la concentration en thiocyanate dissout est mesurée . 
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Figure 52 : suivi de la libération du thiocyanate à partir des noyaux secs en 

fonction de la méthode de production employée 

Dès sa mise en contact avec l'eau, la poudre granulée libère la quasi totalité du 

thiocyanate qu'elle contient (Figure 52). Après 40 min, alors que la poudre est 

entièrement dissoute, la concentration en thiocyanate mesurée n'atteint toujours 

pas la concentration théorique. Une partie du thiocyanate a donc été perdue lors 

de la granulation . 
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La poudre lyophilisée libère immédiatement 50% du thiocyanate (Figure 52). 

Ensuite la vitesse de libération diminue , pour aboutir à 100% du thiocyanate 

libéré en moins de dix minutes. La poudre atomisée présente la vitesse de 

dissolution la plus faible. Lors des 15 premières minutes, le thiocyanate est 

libéré progressivement au cours du temps à une vitesse de 23 mg/1 /min . 

Progressivement, la vitesse ralentie et la totalité de KSCN passe en solution 

après 30 min (Figure 52). 

Ces différences de vitesse de dissolution sont liées , en partie, à la différence de 

porosité des particules. La poudre obtenue par granulation est formée par 

agglomération de petites particules. De nombreuses poches d'air sont créées lors 

de cette phase d'agglomération . De même, la lyophilisation est précédée d ' une 

phase de congélation durant laquelle des cristaux de glace se forment. Lors de la 

sublimation, ces cristaux laissent place à des cavités qui vont induire une 

porosité importante (Ki nd, 1999). L'eau pénètre donc rapidement à 1' intérieur 

des particules pour les dissoudre. 

Les particules de poudre atomisée sont constituées d'une coque plus ou moms 

rigide selon la température de séchage (Ré, 1998) . Cette enveloppe doit donc se 

dissoudre avant que 1' eau puisse atteindre le cœur de la particule et libérer son 

contenu. Environ 10% du thiocyanate est libéré instantanément (Figure 52). 

Cette fraction correspond à la quantité de KSCN présente à la périphérie de la 

particule. Environ 90% de KSCN est donc bien encapsulé à l'intérieur de la 

particule. Ce résultat est donc favorable à une organisation interne des 

particules proche de la configuration n °2 (Figure 49) où le thiocyanate est 

réparti de façon homogène dans toute la masse. 
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En conclusion, 1' analyse des propriétés physico-chimiques des trois poudres a 

montré que : 

{>- Les trois méthodes de séchage conduisent à la réalisation de poudres à faible 

humidité résiduelle . 

{>- L'encapsulation des substrats dans la gomme acacia permet de contrôler le 

caractère hygroscopique du thiocyanate. 

{>- La lyophilisation et 1' atomisation permettent une bonne en capsulation 

matricielle des substrats , au contraire de la granulation qui présente une 

capacité d'encapsulation matricielle plus faible . Sur les particules granulées, le 

glucose se retrouve principalement en surface induisant un nsque 

d'agglomération. 

{>- Les poudres lyophilisée et atomisée ont une structure amorphe. La poudre 

granulée a une structure cristalline due à la présence de glucose non 

préalablement solubilisé. 

{>- La méthode de séchage employée influence la vitesse de dissolution des 

noyaux . Ce paramètre peut être primordial dans la suite de l'étude car en 

choisissant la méthode de production, il serait possible de modifier la vitesse de 

libération des substrats et par conséquent contrôler 1 'activité antibactérienne de 

la microbille. 

La dernière partie de 1' étude de 1' impact de la méthode de séchage sur les 

propriétés des poudres formées repose sur la caractérisation de leur écoulement. 
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Ill. CARACTERISATION RHEOLOGIQUE DES POUDRES 

111.1. DETERMINATION DES INDICES DE « FLOWABILITY » ET 

« FLOODABILITY » 

Les propriétés d'écoulement des poudres obtenues par atomisation, 

lyophilisation et granulation sont déterminées grâce au testeur de poudre 

« Micro Powder Tester Hosokawa » . Les résultats obtenus sont présentés dans le 

tableau 6. 

Lyophilisation Atomisation Granulation 

Angle de repos Deg. 48.5 51.2 47.3 

Compressibilité % 36.8 41.3 4.8 

Angle de spatule Deg . 57 .4 57.2 45.1 

Cohésion % 39.3 23.8 77.6 

Indice de 40 42 81.5 
« Flowability » 

Angle de chute Deg. 38.9 34.6 40.5 

A. de différence Deg. 9.6 16.6 6 .8 

Dispersibilité % 6.2 44 .8 6.1 

Indice de 48 72 51.75 
« floodability » 

Tableau 26 : caractérisation des propriétés d'écoulement des poudres obtenues 

par lyophilisation, atomisation et granulation par détermination de leurs indices 

de « flowability »et« floodability » 

Les poudres atomisée et lyophilisée ont des propriétés d'écoulement analogues. 

Leurs indices de « flowability » sont équivalents, 40 et 42 (Tableau 26). 
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En référence aux tableaux d'analyse réalisés par Carr (M&M, Ta b. 5), ces 

indices sont représentatifs d'une poudre aux propriétés médiocres . Leur 

application en industrie nécessiter ait des aménagements d'installations comme 

l'ajout de vibreurs ou d'agitateurs. Elles présentent des valeurs d'angles de 

repos, de spatule et de chute similaires (Tableau 26). Ces valeurs sont 

relativement élevées, ce qui est aussi caractéristique d'un mauvais écoulement. 

Elles dépendent principalement de la fluidité des poudres et de 1 ' uniformité de 

taille et de forme. La poudre lyophilisée est moins compressible et moins dense 

que la poudre atomisée mais elle est plus cohésive, probablement à cause de la 

forme irrégulière des particules qui limite les mouvements individuels. 

Par contre , les indices de « floodabili ty », des deux poudres, sont 

significativement différents, respectivement de 48 et 72 pour les poudres 

lyophilisée et atomisée (Tableau 26). La poudre atomisée est très dispersible et 

fusante. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus précédemment, car les 

particules atomisées sont sphériques, avec une part de poussières non 

négligeable qui favorise la fluidisation naturelle de la poudre. Une partie de ces 

fines s'agglomère sur les particules plus grosses comme l'ont mis en évidence 

les observations macro et microscopiques (II.1.1 ) . Ces phénomènes 

d'agglomération réduisent la mobilité individuelle des particules et donc 

1 'écoulement global de la poudre (Teunou & Fitzpatrick, 2000) . 

La poudre obtenue par granulation a un comportement très différent des deux 

autres. Son écoulement est bon avec un indice de « flowability » élevé et un 

indice de « floodability » modéré (Tableau 26). Elle se caractérise surtout par 

une très faible compressibilité. En effet, elle est plus dense que les deux autres 

mais ne se tasse pas. Cette plus forte densité, pour une composition similaire, 

peut être corrélée à la présence de structure cristalline dans la poudre granulée 

et non dans les deux autres types de poudres. Les bonnes propriétés 

d'écoulement de cette poudre sont probablement liées à une taille moyenne plus 

importante . En effet, 1' augmentation de la taille des particules surtout au-delà 

de 1 0011m, améliore considérablement les écoulements (Wong, 2000). 
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La valeur très élevée de la cohésion, pour la poudre granulée, rappelle les 

problèmes d'agglomération des particules dus au glucose présent en surface. 

Mais cette valeur n'est pas parfaitement représentative de la cohésion réelle de 

la poudre. Une partie non négligeable des particules reste bloquée sur le premier 

tamis dont la maille est trop petite. En effet, la détermination de la cohésion de 

la poudre par le Testeur Hosokawa décrite dans le chapitre M&M, implique 

l'utilisation de tamis de taille imposée sans tenir compte de la répartition 

granulométrique de la poudre. C'est pourquoi, il est préférable d'utiliser un 

autre indicateur de cohésion, le ratio d'Hausner. Ce rapport de densité est un 

bon indicateur de la cohésion et donc des propriétés d'écoulements d'une poudre 

(Geldart et al . , 1984, Wang, 2000) . 

111.2. CALCUL DES RATIOS D'HAUSNER 

Il est possible d'apprécier les propriétés d'écoulement d'une poudre par le calcul 

du ratio d'Hausner (Hausner, 1967) . Cette variable, abrégée RH , correspond à la 

valeur du rapport de la densité tassée sur la densité aérée : 

RH= dtassée 

daérée 

Une classification des propriétés d'écoulement des poudres a été établie par 

Geldart à partir du calcul de ce ratio (Geldart et al., 1984 ). 

~ RH <1.25, poudres de classe A : bon écoulement 

~ 1.25 <RH<1.4, poudres de classe AC : comportement intermédiaire 

~ RH >1.4, poudres de classe C : mauvais écoulement 

Les travaux de Hausner ( 1967) portaient sur la comparaison des densités des 

particules en fonction de leur morphologie : sphérique , irrégulière ou en 

paillette. Il est ressorti que plus la particule s'éloigne du cercle, plus le ratio 

d'Hausner est élevé et donc plus les propriétés d'écoulement sont mauvaises. 
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A partir des valeurs de densités aérées et tassées obtenues avec le testeur de 

poudre Hosokawa, les ratios d'Hausner des poudres lyophilisée, atomisée et 

granulée sont calculés (Tableau 27). 

Densité aérée 

Densité tassée 

Ratio H ausner 

(g/ cc) 

(g/cc) 

Lyophilisation 

0.273 

0.432 

1.58 

Atomisation 

0.478 

0.814 

1.70 

Granulation 

0.561 

0.589 

1.04 

Tableau 27 : détermination du ratio d'Hausner à partir des valeurs de densités 

aérées et tassées des différentes poudres 

Selon la classification de Geldart, les poudres lyophilisée et atomisée 

appartiennent à la catégorie C, car leurs ratios sont supérieurs à 1.4. Leur 

écoulement est donc mauvais. Par contre, la poudre obtenue par granulation 

entre dans la catégorie A (Tableau 27). Elle présente donc de bonnes propriétés 

d'écoulement. Ces résultats sont en accord avec la grille d'évaluation établie 

par Carr (1965). 

La densité aérée de la poudre lyophilisée est faible, comparée aux deux autres 

poudres. Cette poudre est principalement constituée de particules anguleuses et 

fortement irrégulières. Les frictions entre les particules sont importantes. C'est 

pourquoi, il n'y a pas d'écroulement de la poudre et d'organisation des 

particules les unes par rapport aux autres. De nombreux vides persistent, 

diminuant la valeur de la densité aérée (Abdullah & Geldart, 1999). 

La poudre atomisée est, au contraire, constituée de particules très proches, 

morphologiquement, de la sphère (Tableau 23). Les frictions entre particules 

sont donc limitées. Cependant, elle contient une part non négligeable de fines. 

Ces petites particules viennent combler les vides entre les plus grosses, c'est 

pourquoi la densité aérée est plus élevée que pour la poudre lyophilisée 

(Tableau 27). 
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Mais ces nombreux contacts entre les éléments constitutifs de la poudre vont 

aussi favoriser la mise en place de forces interparticulaires, principalement du 

type Van der Waals (Abdullah & Geldart, 1999). Ces forces vont dominer 

1 'arrangement des particules en li mi tant les phénomènes d'écroulement et donc 

fixer la valeur de densité aérée. Au contraire, le tassement de la poudre lors de 

la mesure de la densité tassée va entraîner le réarrangement spatial des 

particules en les affranchissant de ces contraintes liées à la présence de forces 

interparticulaires (Wong, 2000). Ainsi, une forte valeur de densité tassée est 

obtenue (Tableau 27). 

IV. CHOIX DE LA METHODE DE PRODUCTION DES NOYAUX SECS EN VUE DU 

PELLICULAGE 

Cette caractérisation des poudres obtenues en fonction de la méthode de séchage 

employée a m1s en évidence de grosses différences tant au niveau 

morphologique que chimique ou physique . 

La lyophilisation est une méthode simple mais relativement coûteuse surtout du 

fait de la nécessité de couplage avec une étape préalable de broyage. Elle 

permet la production de particules à faible humidité résiduelle, mais présentant 

une forte hétérogénéité de taille et de forme. L' encapsulation matricielle des 

deux substrats est bonne mais 1' écoulement de la poudre obtenue est 

insatisfaisant ce qui peut compliquer son application industrielle . 

La granulation est une méthode facile à extrapoler à 1 'industrie. Elle permet de 

produire des particules de plus grande taille que les autres méthodes. La 

morphologie des particules est intéressante et les propriétés d'écoulement de la 

poudre obtenue sont bonnes. Cependant, 1' encapsulation matricielle est faible, 

laissant les produits sensibles à la périphérie de la particule et des problèmes de 

prises en masse apparaissent rapidement. 
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L'atomisation est la méthode la plus facile à extrapoler à 1 'industrie. Elle a un 

coût modéré et de nombreuses entreprises possèdent déjà les équipements 

nécessaires . Les particules obtenues sont parfaitement sphériques ce qui 

faciliterait le pelliculage. Cependant, leur taille reste faible et surtout la 

présence de poussières limite 1 'utilisation industrielle de la poudre de par les 

nsques d'allergies sous j acents. L'humidité résiduelle est bonne et 

1 'encapsulation satisfaisante . Son écoulement , comme celui de la poudre 

lyophilisée, est médiocre et nécessite des améliorations . 

La réalisation d'un compromis entre les différentes propriétés des poudres, nous 

a conduit à retenir l'atomisation comme méthode de production des noyaux . 

Toutefois, 1' écoulement de la poudre est peu satisfaisant. Cette propriété 

d'usage est importante à maîtriser car elle intervient pour la mise en silo de 

stockage, en sac, le transport pneumatique, le dosage ou encore l'aptitude à la 

dispersion (Vasseur, 1999). Il est donc nécessaire d'améliorer les propriétés 

rhéologique de la poudre atomisée afin d'en faciliter la manipulation. 

Pour améliorer les propriétés d'écoulement d ' une poudre, il est possible de 

procéder à quelques aménagements comme : 

-<} contrôler les paramètres environnementaux, par exemple l'humidité ou la 

température, lors de 1 'utilisation. Mais, cette solution implique souvent des 

coûts d'installation élevés ; 

-<} apporter de l'énergie par l'ajout de vibreurs ou d'extracteurs évite aussi les 

phénomènes de prise en masse mais cela accroît considérablement le coût de 

production et est parfois impossible à réaliser sur des unités existantes très 

compactes ; 

-<} utiliser des additifs pour améliorer la fluidisation de la poudre ; 

-<} modifier les propriétés intrinsèques des poudres par un pelliculage. 

C ' est cette dernière solution qUI est retenue car la deuxième étape de la 

réalisation de la microbille est le pelliculage de la lactoperoxydase et de la 

glucose oxydase autour du noyau de substrats obtenu par atomisation. 
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Ainsi, l'addition de cet enrobage d'enzymes va modifier l'état de surface ainsi 

que diverses propriétés telles que la morphologie, la taille, ou encore 1 'humidité 

résiduelle. Il est donc intéressant de reproduire les expériences précédentes sur 

les micro billes afin de rechercher 1 'impact du pelliculage sur le comportement 

de la poudre formée. 

V. PELLICULAGE DE LA GLUCOSE OXYDASE, LA LACTOPEROXYDASE ET DE DEUX 

ENROBAGES SECONDAIRES 

Comme précédemment, afin de simplifier les comparaisons, une seule 

composition de microbille est étudiée. Ces microbilles sont préparées à partir du 

noyau du type S200 obtenu par atomisation, pelliculé successivement de 

lactoperoxydase pUis de glucose oxydase. Sur ces microbilles de LPS, deux 

enrobages supplémentaires ont été réalisés, l'un à base de gomme acacia, l'autre 

de gomme acacia et de carraghénane. La gomme acacia a été retenue afin de 

tester son influence sur la stabilité des activités enzymatiques et le 

carraghénane pour modifier la vitesse de dissolution de la microbille. 

Trois types de microbilles sont donc étudiés : 

-<} Le type S 200 E obtenu après pelliculage de la glucose oxydase pUis de 

la lactoperoxydase sur un noyau du type S 200 

-<} Le type S 20 oEG formé de microbilles S2ooE pelliculées de gomme 

acacia 

-<} Le type S 200 EGC où les microbilles S 200 EG sont pelliculées de 

carraghénane. 
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Ces microbilles de LPS avec et sans pelliculages secondaires sont tout d'abord 

caractérisées au niveau morphologique et physico-chimique. Ensuite, l'influence 

du pelliculage sur 1' écoulement de la poudre formée par ces micro billes est 

étudiée. 

V.l. CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE 

V .1.1. ÜBSERV A TION MACRO ET MICROSCOPIQUE 

L'observation macroscopique des poudres formées par les différentes 

microbilles ne révèle pas de différences morphologiques importantes. 

Cependant, 1' écoulement des trois poudres semble être différent. 

Figure 53 : observation macro 

(A) et microscopique (B) de la 

poudre formée de microbilles 

S2ooE 

La poudre S2ooE, obtenue après 

pelliculage des deux enzymes, a un 

comportement très similaire à celle avant 

le pelliculage (Figure 40). Des 

phénomènes de mottage subsistent et la 

poudre semble encore très cohésive 

(Figure 53). 

Les micro billes constitutives sont 

généralement sphériques. Le pelliculage 

est uniforme et homogène. Comme lors de 

1' observation des noyaux seuls, quelques 

petites particules et des fragments de 

microbilles sont agglomérées sur la 

surface de microbilles plus grosses 

(Figure 53). 
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Figure 54 : observation macro 
(A) et microscopique (B) de la 
poudre formée de microbilles 
S2ooEG 

Figure 55 : observation macro 
(A) et microscopique (B) de la 
poudre formée de microbilles 
S2ooEGC 

Résultats & discussion 

La poudre S2ooEG, réalisée avec un 

second pelliculage de gomme acacia, 

présente moins de phénomènes de mottage 

que la S2ooE. Toutefois, 1' aspect plutôt 

conique du tas de poudre est, comme pour 

la S2ooE, caractéristique d'une poudre 

cohésive aux mauvaises propriétés 

d'écoulement (Figure 54). Les particules 

obtenues sont moins sphériques et plus 

anguleuses que les précédentes. De 

nombreuses microbilles ont été fracturées 

entre les deux phases d'enrobage. Des 

débris sont visibles sur 1' ensemble de la 

préparation. Cependant, la qualité du 

pelliculage reste bonne. Il apparaît 

relativement homogène (Figure 54). 

La poudre S2ooEGC a une granulométrie 

plus importante que les deux précédente. 

Elle s'écoule naturellement, formant un 

tas de poudre peu élevé . Son écoulement 

semble meilleur que ceux des poudres 

et L'addition de 

carraghénane donne à la poudre une 

couleur jaune plus prononcée. 

Les particules se rapprochent désormais 

du sphéroïde. Le pelliculage est continu. 

Il a été réalisé sur des particules 

agglomérées car il est possible de deviner 

des silhouettes de microbilles sous le 

pelliculage (Figure 55). 
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V.l.2. ETUDE DE LA MORPHOLOGIE PAR ANALYSE D'IMAGES 

L'étude de la morphologie par analyse d'images permet de quantifier les 

différences de forme observées ci-dessus . Comme précédemment, 1' éloignement 

de la valeur calculée par rapport à celle du cercle permet de visualiser les 

modifications de morphologie des particules et 1' écart type des mesures 

d'apprécier l'homogénéité de forme de la poudre. 

Pour mémoire, les valeurs des descripteurs morphologiques calculées pour les 

particules avant pelliculage (S 200) sont reportées dans le tableau ainsi que les 

caractéristiques d'un cercle auxquelles sont comparées les nouvelles données 

(Tableau 28). 

S2oo 

S2ooE 

S2ooEG 

S2ooEGC 

Cercle 

Circularité Fmax/Fmin Fmax/Deq Robustesse PGC 

1.1 ± 0.2 

1.3 ± 0.3 

1.4±0.4 

1.4 ± 0.4 

1 

1.2 ± 0.2 

1.4 ± 0.2 

1.4±0.2 

1.4 ± 0.2 

1 

1.1 ± 0.1 

1.2±0.1 

1.3 ± 0.1 

1.3 ± 0.1 

1 

0.8 ± 0 .07 0.03 ± 0.06 

0 .7 ± 0.08 0.09 ± 0.06 

0.7±0.08 0.12±0.06 

0.7 ± 0.09 0.3 ± 0.5 

0.8 0 

Tableau 28 : descripteurs de forme calculés par analyse d'images, S200 : 1040 

particules analysées, S 200E : 1052 particules, S2ooEG : 906 particules, S2ooEGC : 

88 7 particules 

L'addition d'un pelliculage entraîne une perte de sphéricité des particules. 

Pro gres si vement, leur circularité s'éloigne de celle du cercle. Les indices 

d'élongation augmentent traduisant un allongement des particules. L'indice de 

plus grande concavité (PGC) augmente avec le nombre d'enrobages, les 

microbilles sont donc de plus en plus irrégulières. Cependant, les écart-types 

des différentes mesures sont faibles quelque soit la composition testée. Les 3 

populations de microbilles présentent donc une bonne homogénéité de taille 

(Tableau 28). 
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V .1.3. DISTRIBUTION DE TAILLE 

La distribution de taille des microbilles est comparée à celle des noyaux avant 

pelliculage afin de déterminer 1 'impact du pelliculage. 

d1o (pm) dso (pm) d9o (pm) Span 

S2oo 14 ± 0.5 37 ± 1 84 ± 1 1.8 

S2ooE 
28 ± 0.3 61±0.3 140±1.7 1.82 

S2ooEG 
26 ± 0.4 61 ± 0.7 151 ± 10 2.04 

S2ooEGC 
62± 1.1 158±2.5 4 79± 21 2.63 

Tableau 29 : caractérisation granulométrique des poudres après différents 

pelliculages. 

L'addition d'un pelliculage augmente la taille des particules (Tableau 29). 

Avant le pelliculage, les noyaux obtenus par atomisation présentaient une taille 

moyenne de 3 7 J..Lm. L'enrobage des enzymes entraîne une augmentation du d5o de 

plus de 60% (Tableau 29) . Cette forte augmentation du diamètre moyen des 

particules est surprenante car la quantité d'enzymes ajoutée ne représente qu'un 

faible pourcentage de la masse totale des microbilles . Il est probable que le 

phénomène visualisé résulte du cumul de plusieurs modifications . 

L'augmentation de taille réelle des particules se conjugue à un déplacement de 

la distribution granulomètrique vers la droite suite à la disparition des fines et à 

la réalisation d'une légère granulation avant le pelliculage. 

Il n'y a pas de différence de taille moyenne avant (S 200E) et après addition du 

pelliculage secondaire de gomme acacia (S 200 EG). Cependant, le span de la 

distribution est plus important démontrant une plus forte hétérogénéité de taille 

de la population (Tableau 29) . Les particules agglomérées sont plus nombreuses 

car le d90 augmente mais de façon surprenante, le d 10 diminue légèrement. 
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Cette baisse de la limite basse de la distribution est due à la présence de 

nombreux fragments de particules déjà remarqués en observation microscopique. 

Cette fracturation des microbilles ne peut pas pour le moment être expliquée. 

L'ajout du dernier enrobage de carraghénane (S 200 EGC) conduit à une forte 

augmentation de la taille moyenne des microbilles, le d 50 devient largement 

supérieur à 100J.lm (Tableau 29). Le span de la distribution est aussi plus 

important que pour les 3 autres conditions, la population est donc de plus en 

plus hétérogène en termes de taille. 

-e- S200 12 

--e- S200E 10 

-b.- S200EG 8 ~ Q 

< 
-.-- S200EGC 6 0 -= 9 

4 ~ 

Fines 

t 2 
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0.01 0.1 1 10 100 1000 
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Figure 56 influence du pelliculage sur la distribution de taille des microbilles 

de LPS 

Le pelliculage, en plus de permettre 1' augmentation de la taille moyenne des 

particules, conduit à la réduction de la quantité de fines (Figure 56). Cette 

suppression des fines a un double intérêt. Conjugué à l'augmentation de la taille 

des particules, elle a une répercussion directe sur le comportement rhéologique 

des poudres. Mais surtout, les microbilles ne présentent plus de risque pour la 

santé public. Les fines sont à la base des phénomènes d'allergie qui apparaissent 

chez les manipulateurs des poudres principalement lors de 1 'utilisation 

d'enzymes. La réduction des fines est donc un plus pour l'industrialisation du 

produit. 
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En conclusion, la caractérisation morphologique des microbilles de LPS, en 

fonction du type de pelliculage appliqué, a montré que : 

-<>- L'addition d'un premier pelliculage à base de glucose oxydase et de 

lactoperoxydase (S 200E) n'a qu'un impact limité sur la morphologie des 

particules. La population présente toujours une bonne homogénéité de forme. La 

taille moyenne est augmentée et la quantité de fines réduite. La distribution de 

taille est légèrement plus étroite qu'avant le pelliculage. Les microbilles 

présentent donc une meilleure homogénéité de taille. 

-<>- Le second pelliculage de gomme acacia (S2ooEG) ne modifie pas 

significativement la taille des particules . Mais le span de la distribution est plus 

important, la population présente donc une hétérogénéité de taille plus marquée 

avec moins de fines. La morphologie des particules est légèrement modifiée. Les 

microbilles sont moins rondes, plus allongées et irrégulières . 

-<>- Le dernier enrobage de carraghénane (S 200EGC) déplace fortement la 

distribution granulométrique vers les grandes tailles . L'hétérogénéité de taille 

est importante. Morphologiquement, les particules s'éloignent de plus en plus de 

la sphère. 

V.2. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE DES MICROBILLES 

V.2.1 . HUMIDITE RESIDUELLE 

L'humidité résiduelle de chaque poudre est obtenue par différence de masse 

avant et après une nuit à ll0°C . 

137 



-
8 

7 

:2 6 
ë 

~ CI'J 5 :.s 1;)11 

"ë g 4 
= ~ = 0 3 ... = 2 1;)11 - 1 

Résultats & discussion 
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Figure 57 : humidité résiduelle des poudres obtenues après pelliculage de la 

glucose oxydase et de la lactoperoxydase (S2ooE) , de gomme acacia (S 200EG) et 

de carraghénane (S2ooEGC) 

Durant 1 'addition des deux enzymes et des enrobages de gomme et de 

carraghénane, l'humidité résiduelle augmente (Figure 57). La glucose oxydase 

étant une enzyme thermosensible, le procédé d'enrobage a été conduit à une 

température très basse afin de 1 imiter les phénomènes de dénaturation de 

l'enzyme. La température du produit n'excédait jamais une trentaine de degrés 

(M&M). Une étape de séchage de 10 min succédait systématiquement aux 

pelliculages mais ce n'est pas suffisant pour aboutir à des humidités très faibles 

comme dans le cas de l'atomisation. Toutefois, ces taux d'humidité résiduelle 

restent acceptables pour une application industrielle. 

V.2.2. ISOTHERMES DE SORPTION 

L'évolution du caractère hydrophile des poudres est évaluée par comparaison 

des isothermes de sorptions de S200 E, S200EG et S200 EGC à celui des noyaux 

avant pelliculage (S2oo). 
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Figure 58 isothermes de sorption des poudres Szoo, SzooE, SzooEG et SzooEGC 

Le comportement des 3 poudres pelliculées est similaire à celui de la poudre 

constituée exclusivement des noyaux (Figure 58) .L'addition des enrobages 

supplémentaires, à base de gomme acacia ou de carraghénane, ne modifie pas le 

comportement des microbilles vis-à-vis de l'humidité ambiante. 

V.2.3. ANALYSE DE SURFACE PAR SPECTROMETRIE INFRAROUGE 

Les propriétés de surface des microbilles sont étudiées par spectrométrie 

infrarouge pour mettre en évidence la présence des enzymes et des polymères 

pelliculés à la surface des microbilles. De plus, cette méthode permet de 

rechercher des différences chimiques qui peuvent influencer les interactions 

interparticulaires et donc 1' écoulement des poudres. 
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Fi gu re 59 : spectres RDITF (Réflexion Diffuse Infrarouge à Transformé de 

Fourier ) de la glucose oxydase (a), la lactoperoxydase (LPO, b), la poudre 

S20oE (c) et la poudre S2oo pelliculée seulement de lactoperoxydase (S2oo/LPO, 

d) 

Les spectres de la lactoperoxydase et de la glucose oxydase sont très similaires, 

mais celui de la LPO est mieux défini. Les pics sont plus intenses et mieux 

résolus (Figure 59a et b). Les deux enzymes se reconnaissent par la présence des 

pics caractéristiques des fonctions amides : 

--} LPO : amide I = 1657 cm- 1
, amide II = 1542 cm- 1 

--} GOD : amide I = 1655 cm- 1 et amide II= 1541 cm- 1 
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Cependant, la lactoperoxydase se différencie par un pic spécifique à 1394 cm- 1 

et la glucose oxydase par la bande située à 1340 cm- 1 (Figure 59a et b) . 

La réalisation de la poudre S200 E est constituée de trois étapes : 

--} la création du noyau sec de substrats (S 200 ) dont 1' état de surface a été 

étudié précédemment, 

--} le pelliculage de la lactoperoxydase (S 200 /LPO) 

--} le pelliculage de la glucose oxydase (S 200 E) 

Entre les deux phases d'enrobage des enzymes, des prélèvements de poudre ne 

contenant que la lactoperoxydase ont été réalisés. Cette poudre intermédiaire est 

appelée S200/LPO (Figure 59). 

Le spectre infrarouge de la poudre S200 E peut donc être comparé à celui du 

noyau comportant exclusivement la lactoperoxydase (S 200 /LPO) et à ceux des 

enzymes natives pour mettre en évidence la présence des enzymes à la surface 

de la microbille. La comparaison directe des spectres étant difficile à effectuer, 

des soustractions sont réalisées en utilisant la bande du thiocyanate comme 

référence. Le spectre du noyau S 200 est soustrait à celui de la microbille (S 2ooE) 

afin de révéler la présence des deux enzymes. Le spectre de la microbille sans 

GOD (S 200 /LPO) est utilisé pour rechercher les pics caractéristiques de la LPO 

(S 200 /LPO- S 200 ) et de la GOD (S 20oE- Szoo/LPO). Ces différentes soustractions 

sont récapitulées par la figure suivante (Figure 60) . 
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Figure 60 : schéma récapitulatif des soustractions (gras) de spectres infrarouge 

effectuées et des composés ainsi mis en évidence (italique) 

L'identification des enzymes se faisant principalement dans la zone compnse 

entre 0 et 2200 cm- 1
, seule cette partie des spectres obtenus sera représentée. 

Ainsi les pics d'intérêt sont mieux définis et donc plus facile à identifier. 

La lactoperoxydase peut être reconnue par la présence de ses pics 

caractéristiques à 1657, 1542 et 1394 cm- 1
, absents du spectre des noyaux avant 

pelliculage. 

Sur le spectre de la soustraction S2oo/LPO - S2oo, ces 3 pics propres à la 

lactoperoxydase sont mis en évidence (Figure 61 a). Les bandes à 13 94 et 1541 

cm- 1 sont présentes à l'identique par rapport au spectre d'origine de l'enzyme 

(Figure 59b). Au contraire, la bande initialement située à 1657 cm- 1 est décalée 

de 20 cm- 1
, apparaissant à 1677 cm- 1 (Figure 61a). La bonne répercussion des 

bandes à 1394 et 1541 cm- 1
, nous autorise à conclure à une absence de décalage 

des bandes suite à la soustraction. L'augmentation du nombre d'onde du pic 

1677 est donc représentative d'une réalité chimique. 
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Figure 61 : spectres RDITF (Réflexion Diffuse Infrarouge à Transformé de 

Fourier) des soustractions réalisées afin de mettre en évidence la contribution de 

la lactoperoxydase (LPO, a) et de la glucose oxydase (GOD, b) et des deux 

enzymes simultanément ( c) 

Le domaine d'élongation autour de 1677 cm- 1 correspond à la liaison C=O des 

fonctions amide I. L'augmentation de la longueur d'onde d'élongation traduit un 

caractère C=O plus marqué tel qu'on peut le rencontrer pour les élongation 

d'amides libres (De Donato et al., 1999). 
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Ces observations nous permettent de proposer deux cas de figures : 

-<} dans le domaine de la monocouche, ces C=O libres ne participent pas à la 

liaison de la LPO sur le support c'est-à-dire le noyau S200 , 

-<} dans un domaine multicouche, les liaisons carboxyles n'interviennent pas 

dans les interactions LPO/LPO et donc dans la structuration de la multicouche . 

Il serait donc intéressant de déterminer le taux de recouvrement de 1' enzyme 

afin de choisir le cas de figure le plus approprié. 

La méthode conventionnelle pour déterminer le taux de recouvrement implique 

la connaissance de la surface spécifique, de la quantité d'enzyme adsorbée et de 

1 'encombrement de la molécule de LPO . Malheureusement, 1' encombrement 

d'une molécule de lactoperoxydase n'est pas connu. De plus, les essais de 

détermination de la surface spécifique ont donné un résultat trop imprécis 

compte tenu de sa très faible valeur (<0.8 m 2
). L'utilisation de la méthode 

conventionnelle n'est donc pas possible . Pour contourner le problème, le taux de 

recouvrement est estimé par analogie avec un système adsorbant/adsorbé connu 

et similaire. En effet, pour valider la comparaison, le système modèle doit être 

proche du système étudié . Dans notre cas, il doit avoir une faible surface 

spécifique (< 0.8 m 2
) et posséder une bande test avec un fort coefficient 

d'adsorption comme l'amide Ide notre système (1677 cm- 1
). Pour cette 

estimation, le couple xanthate / sulfure de plomb est retenu. 

Sur le spectre de la soustraction (Figure 61a), l'intensité de la bande C=O est 

égale à 0.1 unité d' absorbance (UA). Dans le système analogue, de telles 

intensités se retrouvent pour des taux de recouvrement compris entre 3 et 7 

couches, selon le degré d'oxydation du xanthate qui va modifier l'encombrement 

de la molécule (De Donato et al., 1990). 

La lactoperoxydase est donc présente sur le noyau de substrat et forme un 

système multicouche. Les liaisons carboxyles de la molécule ne participent pas 

à la structuration de cette multicouche . Elles ne sont pas impliquées dans des 

interactions LPO/LPO au niveau d'une particule ou entre les particules. 
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Sur le spectre de soustraction globale : S200 E - S20 o, permettant de mettre en 

évidence les deux enzymes, la bande à 1539 cm- 1 est fixe (Figure 61c) . Au 

contraire, la bande de 1' amide I est encore plus déplacée vers le haut. Elle se 

retrouve à 1681 cm- 1 soit +24 cm- 1 par rapport à la bande de la LPO native 

(Figure 59b). Cette nouvelle augmentation de fréquence est la résultante de la 

contribution de la glucose oxydase qui probablement, comme la LPO, possède 

une fonction carboxyle libre. 

Malheureusement, le spectre de soustraction S200 E - S200 /LPO permettant la 

mise en évidence de la glucose oxydase est délicat à interpréter en termes de 

position de bandes (Figure 61 b ). La bande caractéristique des amides I est 

fortement déplacée vers les hautes fréquences (1716 cm- 1
). Cette fréquence 

d'élongation n'est plus assimilable au groupement C=O des amides, même 

libres. Il n'est donc pas possible de conclure quant à la présence de la glucose 

oxydase . 

Toutefois , il est possible de raisonner seulement sur 1 'intensité des pics. En 

effet, l'intensité de la bande à 1716 cm- 1 (Figure 61b) est beaucoup plus faible 

que celle de la bande à 1677 cm- 1 de la LPO (Figure 61a). Si, le taux de 

recouvrement est estimé par comparaison au système xanthate/sulfure de plomb, 

une intensité de 0.025 UA correspond à une monocouche. On se trouve en limite 

de détection . Le déplacement des pics vers les hautes fréquences est donc 

probablement un artéfact de la soustraction. La contribution de la GOD est trop 

faible, rendant sa détection par soustraction difficile. De plus, sur le spectre de 

soustraction global mettant en évidence la contribution des deux enzymes, 

l'intensité du pic à 1681 cm- 1 est très voisine de 0.1 UA, c'est à dire de 

l'intensité du pic pour la LPO seule (Figure 61c). Ce résultat renforce 

1 ' hypothèse d'une faible contribution de la GOD ce qui est corrélé avec les 

quantités d'enzymes appliquées où la concentration en GOD est 3 5 fois plus 

faible que la concentration en LPO. 
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La lactoperoxydase et la glucose oxydase sont présentes à la surface des 

microbilles S2 00 E. La quantité de LPO appliquée est beaucoup plus importante 

que la quantité de GOD. Mais, dans les deux cas, les fonctions C=O des 

groupements amides n'interviennent pas dans les interactions entre les 

molécules au sein d'une micro billes ou entre plusieurs micro billes. 

Les spectres infrarouge des deux autres types de microbilles, S200 EG possédant 

un pelliculage de gomme acacia et S200 EGC secondairement pelliculées de 

carraghénane, ont été réalisés et comparés aux spectres de la gomme et du 

carraghénane purs (Figure 62) . 
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Figure 62 : comparaison des spectres RDITF (Réflexion Diffuse Infrarouge à 

Transformé de Fourier) des microbilles S200 EG et de la gomme acacia (GA, a) et 

des microbilles S200EGC et du carraghénane (Carr., b) 

Les spectres des deux microbilles sont similaires à ceux des produits pelliculés, 

hors mis la présence d'un pic additionnelle à 2050 cm-1 dû au thiocyanate 

(Figure 62) . L'ajout d'un enrobage supplémentaire à celui des enzymes entraîne 

la diminution de l'intensité de ce pic. Le thiocyanate devient de moins en moins 

détectable à la périphérie de la microbille. Les enzymes ne sont plus détectables 

sur les spectres, leurs bandes caractéristiques se fondant aux bandes des 

polymères pelliculés. 
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V.2.4. COURBES DE DISSOLUTION 

Le carraghénane a été retenu pour sa faible solubilité dans 1' eau froide. 

L'addition de ce polymère sur les micro billes de LPS a pour objectif de modifier 

la vitesse de dissolution des particules, de façon à réaliser des «pseudo» 

microréacteurs. 
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Figure 63 : suivi de la libération du thiocyanate en fonction de la nature du 

pelliculage (Szoo : noyaux bruts, SzooE : Szoo + enzymes, SzooEG : SzooE + 

gomme acacia, S 200 EGC : S200EG + carraghénane) 

Les cinétiques de dissolutions des poudres S2oo, S200 E et S 200 EG sont identiques 

(Figure 63). L'addition du pelliculage contenant la glucose oxydase et la 

lactoperoxydase ou le pelliculage secondaire de gomme acacia n'influe pas sur 

la vitesse de dissolution des microbilles. Le pelliculage de carraghénane ralentit 

la solubilisation de la poudre (Figure 63). Après 40 min, la totalité de KSCN 

n'est toujours pas passée en solution. Le carraghénane est un polymère moins 

soluble dans 1' eau que la gomme acacia, la présence sur la micro bille temporise 

donc sa dispersion. 
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Il faut noter que les microbilles S200EGC sont plus grosses que les microbilles 

S200E ou S2ooEG. Leur surface spécifique est donc moins importante que celles 

des deux autres types de micro billes. Les contacts avec 1' eau sont moindres. La 

plus faible vitesse de dissolution des microbilles S200EGC est probablement la 

résultante de ces deux phénomènes, faible solubilité et plus petite surface 

spécifique. 

Le pelliculage avec un polymère faiblement soluble tel que le carraghénane, 

permet donc de modifier la vitesse de dissolution des microbilles de LPS. Cette 

propriété sera à lier, dans la suite de l'étude, à l'activité antibactérienne du 

système . La concentration du produit antibactérien (OSCN-) au niveau des 

microbilles peut modifier l'efficacité du système, en opposition avec les autres 

compositions où les constituants sont libérés très rapidement dans le milieu. Les 

microbilles pelliculées de carraghénane sont des systèmes à libération contrôlée. 

Les composants de la microbille sont piégés par le pelliculage, c'est donc le 

produit de la réaction, OSCN-, qui va principalement diffuser dans le milieu. 

Dans les autres cas, la diffusion concerne tous les constituants de la microbille. 

La diffusion pouvant être un facteur li mi tant, une différence d'efficacité 

antibactérienne peut résulter de ce phénomène. La plus faible vitesse de 

dissolution va ralentir 1' activation du système. La réaction de production de 

1 'hypothiocyanite sera plus lente mais elle se maintiendra plus longtemps. 

V.3. CARACTERISATION RHEOLOGIQUE DES MICROBILLES 

Précédemment, il a été démontré que la poudre produite par atomisation 

possédait des propriétés rhéologiques peu satisfaisantes (III). Une des méthodes 

pour modifier 1' écoulement d'une poudre est le pelliculage. L'enrobage va 

principalement, augmenter la taille globale des particules, réduire la quantité de 

fines et modifier les interactions de surface (Graindorge, 1994) . 

Dans le tableau suivant, la valeur obtenue pour la poudre constituée des noyaux 

avant pelliculage (S 200 ) est rappelée afin d'apprécier 1 'impact du pelliculage. 
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S2oo S20oE S2ooEG S2ooEGC 

Angle de repos Deg. 51.2 50.2 40.1 43 

Compressibilité % 41.3 29.6 25.5 13.1 

Angle de spatule Deg. 57.2 50.4 44.8 55.2 

Cohésion % 23.8 61 30.4 46.5 

Indice de 
42 42 59.5 60 

« Flowability » 

Angle de chute Deg. 34.6 44.5 26 34.4 

A . de différence Deg. 16.6 5.7 14.1 8.6 

Dispersibili té % 44.8 12 21.7 22 

Indice de 72 46 75 66.5 
« floodability » 

Tableau 30 : caractérisation des propriétés d'écoulement des poudres obtenues 

avant (S 200) et après pelliculage des enzymes (S2ooE), de gomme acacia (S 200EG) 

et de carraghénane (S 200 EGC), par détermination de leurs indices de 

« flowability » et « floodability » 

La présence d'un enrobage diminue fortement la compressibilité de la poudre. 

La valeur de la compressibilité s'amoindrit avec l'augmentation du nombre de 

pelliculages (Tableau 30). Cette baisse est principalement liée à l'accroissement 

de taille obtenu avec les pelliculages. En effet, la présence de gros particules 

favorise leur arrangement et ainsi la réduction des vides (Abdullah & Geldart, 

1999). Les résultats de cohésion sont dispersés. La valeur obtenue pour la 

poudre S2ooE est très importante (Tableau 30). Une telle valeur est 

caractéristique d'une poudre très fortement cohésive. Or l'observation 

macroscopique ne corrobore pas cet état de fait. De même, les enrobages 

supplémentaires favorisent 1 'augmentation de la cohésion, même si cela reste 

dans une moindre mesure. Ce résultat n'est pas en accord avec les autres 

résultats du test d'écoulement. 
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En l'occurrence, les pelliculages ont favorisé la diminution de la compressibilité 

des poudres. Or cette donnée est directement corrélée à la cohésion (Kouadri

Henni et al., 1999) . Enfin, 1' augmentation de taille obtenue avec les différents 

pelliculages devrait favoriser la diminution de la cohésion (Abdullah & Geldart, 

1999). Le calcul des ratios d' Hausner sera donc intéressant pour vérifier ces 

résultats. 

La poudre formée par les micro billes S 200 E a 1 'indice de « floodability » le plus 

faible. Elle est donc moins fluide et fusante que les trois autres poudres, qui ont 

un comportement très analogue (Tableau 30). Les expériences précédentes ont 

mis en relief une augmentation des interactions entre les particules après le 

pelliculage des enzymes. Globalement, ce phénomène se traduit par une 

diminution de la fluidité de la poudre. Les autres pelliculages favorisent la 

réduction de ces mêmes interactions, soit par modification des propriétés de 

surface (S 200 EG), soit par accroissement de la taille ou la réduction du nombre 

de fines (S 200 EGC). Si leur action est favorable à l'amélioration de la 

coulabilité de la poudre, indice de « flowability », elle n'a que peu d'effet sur 

sa fluidité, indice de « floodability ». 

L'indice de « flowability » de la poudre S200 E est similaire à celui de la poudre 

brute, S 200 (Tableau 30). Le pelliculage des deux enzymes ne permet donc pas 

d'améliorer les propriétés d'écoulement de la poudre atomisée. Au contraire, les 

deux pelliculages secondaires à base de gomme acacia et de carraghénane, 

augmentent la valeur de 1' indice. Si 1 'on se reporte à la grille d'évaluation 

établie par Carr (M&M, Tab.S), l'écoulement des deux poudres est défini comme 

normal. 

Si pour la poudre S 200 EGC, 1' amélioration de 1' écoulement peut être facilement 

corrélée à 1' augmentation de la taille des particules, ce n'est pas le cas pour la 

poudre S200EG. L'étude de la distribution granulométrique des poudres a montré 

que la taille moyenne des particules constituant la poudre SzooEG est 

équivalente à celle de la poudre S200 E (Tableau 29). Or, il n'y a pas 

d'amélioration de l'indice de « flowability »pour cette dernière. Le pelliculage 

intervient donc à un autre niveau. 
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Di v ers trav aux réalisées sur 1' étude de 1' écoulement des solides divisés ont 

montré que les facteurs discriminants sont la taille et la distribution 

granulométrique (Wong, 2000), la forme (Hausner, 1967 ; Pons et al. , 2001) et 

les interactions interparticulaires (Abdullah & Geldart, 1999) . L'ajout du 

pelliculage de gomme acacia en plus d'augmenter la taille des particules , permet 

de réduire la quanti té de fines et de modifier la structure de surface, diminuant 

les forces de surfaces. Au contraire, la présence des enzymes en surface (S 200 E) 

tend à les favoriser. 

V.4. INFLUENCE DU PELLICULAGE SUR LE RATIO D'HAUSNER 

Pour mémoire, le calcul du ratio d'Hausner permet de classer les poudres en 3 

catégories : 

{>- A, poudres à bon écoulement, faiblement cohésive 

{>- AC, poudres à comportement intermédiaire 

{>- C, poudres cohésives à mauvais écoulement. 

Cette appréciation du caractère cohésif d ' une poudre et donc de son écoulement 

permet de temporiser les résultats de cohésion obtenus avec le testeur de poudre 

Hosokawa. 
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La poudre S2ooE, présente des propriétés d'écoulement mauvaises (Figure 64). 

Elle est cohésive. Ce résultat corrobore ceux de la détermination de 1 'indice de 

« flowability » et de la cohésion. Mais contrairement au résultat de la mesure de 

la cohésion obtenu avec le testeur de poudre Hosokawa (Tableau 30), la poudre 

S2ooE est moins cohésive que la poudre formée des noyaux avant pelliculage 

(S 200). Ceci apparaît plus en accord avec les diverses observations réalisées lors 

de la caractérisation de S200E. Les deux autres pelliculages à base de gomme 

acacia (S2ooEG) et de carraghénane (S 200 EGC) ont un effet marqué sur le 

comportement de la poudre. Selon la classification établie par Geldart (1984 ), la 

poudre S2ooEGC est faiblement cohésive avec un bon écoulement. La poudre 

S2ooEG a un comportement intermédiaire. L'addition de ces enrobages 

facultatifs a donc un effet intéressant sur le comportement rhéologique de la 

poudre 

En conclusion, le pelliculage des particules d'une poudre présentant un mauvais 

écoulement, permet d'améliorer significativement ce dernier. Le pelliculage agit 

principalement à deux niveaux, sur la modification des propriétés de surface et 

sur 1' accroissement de la taille moyenne des particules. Dans notre étude, trois 

types de pelliculages ont été réalisés. 

~ Le premier pelliculage à base de glucose oxydase et de lactoperoxydase 

(S 200 E) a entraîné une augmentation de la taille des particules et une réduction 

des fines. Mais la présence des enzymes à la surface à favorisé les interactions 

interparticulaires. Ainsi, la cohésion de la poudre est plus forte et 1' écoulement 

reste médiocre. 

~ Le second pelliculage à base de gomme acacia (S 200 EG) a permis la 

production de particules très similaires aux précédentes en termes de taille et de 

forme. Mais les propriétés de surfaces sont différentes de celles de la poudre 

S200E. La cohésion de la poudre est réduite et 1' écoulement légèrement amélioré. 

Elle présente dans toutes les analyses, un comportement intermédiaire entre 

celui de la poudre S2ooE et celui de la poudre S2ooEGC. 
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-<? Le dernier pelliculage de carraghénane (S 200 EGC) conduit à une très forte 

augmentation de la taille des particules . Ce phénomène est probablement 

prépondérant dans 1 'amélioration des propriétés d'écoulement de la poudre, car 

la taille est un facteur discriminant. Il est toutefois difficile de juger de 

1 'importance du rôle des modifications de surface apportées par le carraghénane. 

Mais, la combinaison de ces différents facteurs a permis d'améliorer 

significati vement 1' écoulement de la poudre. 

VI. CARACTERISATION MICROBIOLOGIQUE DES MICROBILLES DE LPS 

L'objectif principal de l'encapsulation du système lactoperoxydasique , et de son 

générateur de peroxyde d'hydrogène , est de favoriser son application 

industrielle comme conservateur naturel. Les études précédentes ont montré que 

les microbilles mises au point contiennent tous les constituants du système 

multienzymatique, qu'elles forment une poudre facile à manipuler et ne 

présentant aucun nsque maJeur pour la santé . Désormais, 1' impact de 

l'encapsulation sur l'activité antibactérienne est étudié. 

Cette caractérisation microbiologique se déroule en deux temps pour répondre à 

deux questions principales : 

-<? Est ce que l'encapsulation des substrats dans la gomme acacia ne limite pas 

l'activité de la lactoperoxydase et de la glucose oxydase? 

-<? Est ce que les microbilles sont toujours suffisamment actives après l'étape 

de pelliculage ? 
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Vl.l. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DU LPS UTILISANT DES SUBSTRATS 

EN CAPSULES 

La première partie de la caractérisation microbiologique consiste donc à étudier 

l'activité du système en présence de substrats encapsulés dans la gomme acacia. 

Trois types de noyaux sont testés. 

--} SH : glucose 

--} S : glucose + thiocyanate de potassium 

--} SI : glucose+ iodure de potassium 

Les noyaux SH ont été élaborés afin de déterminer 1' ac ti vi té antibactérienne 

parasitaire due à la production de peroxyde d'hydrogène par la glucose oxydase. 

Les noyaux du type S sont utilisés produire les microbilles de LPS 

«classique». Enfin, le dernier type de noyaux, SI, permet l'élaboration de 

microbilles de LPS « substitué ». Ces dernières ont un double intérêt, tout 

d'abord, estimer l'efficacité du système en présence de KI mais aussi, identifier 

les phénomènes directement liés à la présence de KSCN et démontrer la 

modularité des microbilles. 

Pour chaque type, 7 compositions sont mises au point, contenant 1, 10, 20, 50, 

100, 200 et 400 fois les concentrations originales en substrats, en solution avant 

séchage. A la plus petite concentration (S 1), 50 mg de poudre correspondent à 

un apport de 0.09 mg de glucose et 0.02 mg de thiocyanate (ou d'iodure). A 200 

fois ces concentrations, 13.6 mg de glucose et 2 . 7 mg de thiocyanate sont 

présents dans les 50 mg de poudre, et enfin à 400 fois, 20 mg de glucose et 4 mg 

de thiocyanate. Même s'il est très difficile de comparer les tests en culture 

liquide et en culture solide, il est intéressant de constater que les plus fortes 

concentrations (S 400 ) correspondent aux quantités classiquement apportées dans 

100ml de milieu liquide pour déterminer l'activité anti-Listeria monocytogenes 

du système. 
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La quantification de 1' activité antibactérienne est réalisée contre Listeria 

monocytogenes, par la méthode des cercles d 'inhibition. Cette méthode de 

quantification en milieu solide permet de se placer dans des conditions les plus 

proches possibles des conditions ultérieures d'utilisation. La lactoperoxydase et 

la glucose oxydase sont ajoutées dans le milieu de culture à des concentrations 

respectives de 3 5 et 1 mg/1. Listeria monocytogenes est ensemencée à 104 

UFC/ml. 

Des dépôts de 50 mg de poudre sont réalisés au centre d'une boîte de Petri 

contenant un milieu de culture gélosé, Listeria monocytogenes, la 

lactoperoxydase et la glucose oxydase. Le diamètre de la zone d'inhibition est 

relevé après 8, 24, 48, 72 et 120h d'incubation à 37°C. A partir de cette mesure, 

la surface de la zone d'inhibition est calculée en l'assimilant à celle d'un cercle. 

-<:> L'effet antibactérien est qualifié de bactériostatique sur la durée précédent 

la repousse, si la souche recolonise la zone inhibée. 

-<:> L'effet est dit bactéricide, si après 120h d'incubation, la zone d'inhibition 

n'est pas recolonisée par la souche . 

-<:> Un effet intermédiaire a été observé où la zone d'inhibition était 

partiellement recolonisée pour aboutir à une zone plus petite mais stable sur 

120h. Cet effet a été qualifié de semi-bactéricide, il cumule une zone de 

bactériostase et une zone de bactéricidie. 

Des essais préalables d'innocuité de la gomme acacia, ainsi que des autres 

polymères utilisés dans cette étude, ont été réalisés contre Listeria 

monocytogenes. Il est apparu que tous les polymères employés n'avaient aucune 

activité antibactérienne. 
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Vl.l.l. SYSTEME ENZYMATIQUE TEMOIN (SH) 

Le couplage de 1' activité lactoperoxydasique avec la glucose oxydase entraîne la 

production de deux agents antimicrobien, l'hypothiocyanite (ou hypoiodite) et le 

peroxyde d'hydrogène. Pour valider 1' activation de la lactoperoxydase par les 

substrats encapsulés, il est important de vérifier que 1' effet observé est bien la 

conséquence de la production d' OSCN- et pas seulement d 'H202. Pour cela, des 

tests ont été réalisés avec des noyaux sans substrat pour la lactoperoxydase. 

Ainsi, 1' activité antibactérienne d' H20 2 peut être quantifiée (Figure 65). 

Les graphiques en radiant permettent de visualiser la surface inhibée sur 1' axe 

principal. La comparaison de 1' espacement entre les différentes courbes met en 

évidence la relation existant entre les compositions . Enfin, 1' évolution de la 

surface inhibée au cours du temps définit le caractère bactériostatique ou 

bactéricide de 1' action. 

Zone d'inhibition 

(cm 2
) 

120h 

72h 

8h 
60 

50 

40 

30 

24h 

48h 

- SH400 

- SH200 

- SHlOO 

- SH50 

- SH20 

SHlO 

SHI 

Figure 65 : zones d'inhibition obtenues contre Listeria monocytogenes avec des 

quantités croissantes de glucose, glucose oxydase ( 1 mg/1) et lactoperoxydase 

(35 mg/1) ajoutées dans la masse, écart-type moyen=l.2 
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L'effet anti-Listeria monocytogenes obtenu en absence d'activité 

lactoperoxydasique est parfaitement négligeable . L'activité du système glucose 

oxydasique est semi-bactéricide aux plus fortes concentrations. La zone 

d'inhibition à 8h est toujours supérieure à celle que l'on retrouve à 24h, ma1s 

après ce réajustement, aucune recolonisation ne s'opère dans la zone mesurée à 

24h. Il y a donc deux zones distinctes, la première couvrant une quinzaine de 

cm 2, où une bactériostase de 8h est observable, et la seconde de quelques cm 2
, 

où le système est bactéricide (Figure 65). 

Cette faible activité antibactérienne est la résultante d'une plus faible toxicité 

de l'H20 2 combiné à une perte accrue due aux cumuls d'activités catalasiques 

parasitaires . 

En effet, la glucose oxydase utilisée (Bio serae) possède une activité catalasique 

parasitaire importante. Le ratio activité oxydasique 1 activité catalasique est de 

3.5 (données fournisseur). Cette activité catalasique est plus importante pour 

des pH supérieurs ou égaux à 6.35, pH du milieu TSAYE avant croissance de la 

souche et devient négligeable à pH 5. Les tests réalisés en présence de 

lactoperoxydase ont montré que cette activité contaminante ne permet pas 

d ' inhiber la peroxydation du thiocyanate, même lorsqu'elle est maximale 

(Mahouche, 1999). C'est pourquoi, son effet est négligeable lorsque tout le 

système est présent (S). 

De plus, la lactoperoxydase, en absence de substrat spécifique, développe une 

activité catalasique (Kholer & J enzer, 1989). Enfin, Lis teri a monocy togenes est 

une bactérie catalase positive. Cette accumulation d'activités catalasiques est 

responsable de la perte d ' une partie de l'H20 2 produit. 

En outre, le pouvoir antibactérien d'H 20 2 est beaucoup plus faible que celui de 

1 'hypothiocyanite ou de 1 'hypoiodite. Par exemple, dans les années 60, la Food 

and Agriculture Organization (FAO) recommandait 1 ' utilisation de 3 00 à 800 

ppm de peroxyde d'hydrogène pour préserver le lait. Aujourd ' hui, seulement 8 à 

9 ppm d 'H20 2 sont nécessaires pour activer le LPS et obtenir un résultat 

similaire. 
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VI.1 .2 . LA COMPOSITION LPS « CLASSIQUE » (S) 

L'efficacité antibactérienne obtenue lors de l'activation de la glucose oxydase 

et de la lactoperoxydase par du glucose et du thiocyanate encapsulés dans la 

gomme acacia, est reporté à la Figure 66. 

Zone d'inhibition 

(cm 2
) 

120h 

72h 

8h 
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48h 

-S400 

- S200 

- SlOO 

24h - S50 

- S20 

- SlO 

- SI 

Figure 66 : zones d'inhibition obtenues contre Lis teri a monocytogenes avec des 

quantités croissantes de glucose et de thiocyanate de potassium encapsulés, 

glucose oxydase (1 mg/1) et lactoperoxydase (3 5 mg/1) ajoutées dans la masse , 

écart-type moyen = 1. 9 

Il apparaît que dès les plus faibles concentrations en substrats, le système est 

actif contre Listeria monocytogenes. Avec les concentrations de base (S 1 ), une 

bactériostase de 72h est obtenue . Au-delà, la zone est recolonisée par la souche 

(Figure 66). Lorsque les quantités de glucose et de thiocyanate augmentent, la 

surface inhibée s ' accroît pour devenir maximale à 400 fois S 1 . Dès 10 fois les 

concentrations initiales (S 1 o) , 1' effet contre Listeria monocytogenes est 

bactéricide . 
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La progress io n de la surface inhibée n'est pas proportionnelle aux quantités de 

glucose et de thiocyanate ajoutées. En effet, la distance entre les différentes 

zones diminue pour devenir presque négligeable aux fortes concentrations 

(Figure 66). L'effet est l imité dans l'espace probablement par la diffusion des 

substrats dans le milieu gélosé. 

Vl.l.3. SUBSTITUTION DU THIOCYANATE PAR DE L'IODURE DE POTASSIUM (SI) 

Comme précédemment, les surfaces des zones d'inhibitions sont calculées et 

reportées sur la figure su ivante (Figure 67) . 

Zone d'inhibition 
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- SilO 
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Figure 67 : zones d'inhibition obtenues contre Lis teri a monocytogenes avec des 

quantités cro issantes de glucose et d'iodure de potassium encapsulés, glucose 

oxydase ( 1 mg/1) et lactoperoxydase (3 5 mg/1) ajoutées dans la masse, écart-type 

moyen=1 
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Lorsque 1 'iodure de potassium est utilisé, une bactéricidie est obtenue dès les 

plus faibles concentrations en substrats (Figure 67). L'effet est proportionnel 

aux quantités de glucose et d'iodure déposées jusqu'à 20 fois les concentrations 

initiales (Slz 0). Ensuite, l'inhibition s'étend à la totalité de la surface de la boîte 

de Petri , il n'est donc, matériellement , plus possible de visualiser les 

différences. La surface inhibée avec SI 1 est équivalente à celle obtenue avec 

S1o. 

Plusieurs travaux ont démontré , 1' accroissement de 1' activité bactéricide et 

fongicide du système LP, lorsque KSCN est substitué par KI (Aune & Thomas, 

1977; Thomas, 1985, Bosch et al., 2000; Revol-Junelles et al., 2001) . Ces 

résultats sont donc en accord avec ces travaux réalisés en milieu liquide. 

L'effet antibactérien dû à la production de peroxyde d'hydrogène est 

négligeable comparé à celui obtenu avec le LPS. A 400 fois la concentration 

initiale en glucose (SH 400 ), l'effet est assimilable à celui obtenu avec S 10 ou 

avec SI 1• Les résultats obtenus en présence du système complet (S ou SI) sont 

donc la conséquence de 1' activation de la lactoperoxydase par 1 'H 20 2 produit 

par le biais de la glucose oxydase. Par conséquent, la lactoperoxydase et la 

glucose oxydase peuvent utiliser les substrats préalablement encapsulés dans 

une matrice de gomme acacia. 

V1.2. DETERMINATION DES QUANTITES D'ENZYMES EN VUE DU PELLICULAGE 

Afin d'optimiser la réalisation de la micro bille, une étude préalable a été menée 

pour déterminer les concentrations en lactoperoxydase et en glucose oxydase, 

permettant d'obtenir le compromis entre les quantités employées et 1' efficacité 

obtenue. 
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A 35 mg/1, la lactoperoxydase est en excès, c'est pourquoi lors de la première 

série d'expériences, seule la concentration en glucose oxydase varie, de 0.1 à 1 

mg/1. Ces essais ont été effectués avec la composition S 1 oo, SI 1 oo ou SH 1 oo. 

V1.2.1. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN GLUCOSE OXYDASE (GOD) 

-- - - -----~-

La production de peroxyde d'hydrogène par la glucose oxydase est un paramètre 

important à maîtriser. En effet, un équilibre doit être trouvé entre l'activation et 

1 'inhibition de la lactoperoxydase tout en maintenant un effet antibactérien 

négligeable en absence de thiocyanate. Des concentrations en GOD de 0.1, 0.2, 

0.4, 0.6 , 0.8 et 1 mg/1 ont été ajoutées dans la masse avec une concentration en 

LPO (3 5 mg/1) et une quantité de substrats constantes. 

Zone d'inhibition 

(cm 2
) 

- LPS « TEMOIN » (SH) 

8h 
6 

48h 

- 0.1 mg/1 

- 0.2mg/l 

- 0.4 mg/1 

- 0.6mg/l 

- 0.8 mg/1 

- 1 mg/1 

Figure 68 : influence de la concentration en glucose oxydase (GOD) sur la zone 

d ' inhibition obtenue contre Listeria monocytogenes en présence du système 

témoin (SH 1oo), écart type moyen= 0.43 
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En absence de substrat pour la lactoperoxydase, 1' effet obtenu est 

systématiquement bactériostatique sur 8h pour les plus petites concentrations, 

0.1 à 0.2 mg/1, et sur 24h pour les autres, 0.4 à 1 mg/1 (Figure 68). Sachant que 

l'écart type moyen de ces mesures est égal à 0.43, les surfaces des zones 

d'inhibition à 8h, sont indépendantes de la quantité de GOD ajoutée (Figure 68). 

L'effet de la concentration est donc surtout visualisable sur la durée de_ la 

bactériostase. 

- LPS « CLASSIQUE» (S) 

Zone d'inhibition 

(cm 2
) 

--t---j 24h 

48h 

- 0.1 mg/1 

0.2 mg/1 

- 0.4mg/l 

- ·0.6mg/l 

- 0.8 mg/1 

-1 mg/1 

Figure 69 : influence de la concentration en glucose oxydase (GOD) sur la zone 

d'inhibition obtenue contre Listeria monocytogenes en présence du système 

« classique » (S 1oo), écart type moyen = 1.09 
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A 0 .1 mg/1 de GOD, l'effet du LPS est transitoire et très limité. Lorsque la 

concentration passe de 0.2 à 0.8 mg/1, l'inhibition observée à 8h est similaire à 

celle en présence de 1 mg/1, mais 1' effet est bactériostatique car une repousse 

apparaît systématiquement dans la zone d'inhibition (Figure 69) . Une 

concentration de 1 mg/1 en GOD est donc nécessaire pour obtenir un effet 

bactéricide contre Listeria monocytogenes en présence de lactoperoxydase à 3 5 

mgLl. Si a concentration en glucose oxydase est plus faible, la quantité de 

peroxyde d'hydrogène produite n'est pas suffisante pour permettre une bonne 

activation du système LP. 

Zone d'inhibition 

(cm 2
) 

- LPS « SUBSTITUE » (SI) 

8h 
60 

48h 

- 0.1 mg/1 

0.2 mg/1 

- 0.4 mg/1 

- 0.6mg/l 

- · 0.8 mg/1 

- 1 mg/1 

Figure 70 : influence de la concentration en glucose oxydase (GOD) sur la zone 

d'inhibition obtenue contre Listeria monocytogenes en présence du système 

« substitué » (SI 1oo) , écart type moyen= 0.59 
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A 0.1 mg/1 de GOD, un effet bactériostatique de 48h est obtenu contre Listeria 

monocytogenes. Au-delà, la production d'hypoiodite est suffisante pour inhiber 

toute la surface de la boîte (Figure 70). Par conséquent, lorsque l'iodure de 

potassium est substitué au thiocyanate de potassium, de très faibles 

concentrations en glucose oxydase sont nécessaires pour obtenir une 

bactéricidie. 

En conclusion, avec le système « classique », une concentration en glucose 

oxydase de 1 mg/1 est nécessaire pour obtenir une bactéricidie contre Listeria 

monocytogenes. Lorsque r est utilisé, à cette concentration, la GOD est en 

excès puisque 0.2 mg/1 suffisent pour inhiber définitivement L. monocytogenes. 

Dans tous les cas, 1' effet antibactérien dû à la production de peroxyde 

d'hydrogène est toujours négligeable à celui du LPS. 

VI.2.2 . OPTIMISATION DES CONCENTRATIONS EN ENZYMES 

Dans le paragraphe précédent, les expériences ont été réalisées avec une 

concentration en lactoperoxydase fixe. Pour trouver les rapports de 

concentrations LPO/GOD et enzymes/substrats optimaux, un plan d'expérience a 

été réalisé en tenant compte des différentes variables. Cet outil informatique 

permet de déterminer un domaine de concentrations optimales en prenant en 

considération les interactions entre les facteurs. 

Malheureusement, les différentes expériences réalisées n'ont pas permis de 

définir des concentrations en glucose oxydase et en lactoperoxydase optimales 

pour le fonctionnement du système. En effet pour les trois systèmes 

multienzymatiques, la faible significativité des résultats n'a pas permis de 

définir un domaine de concentrations valable. L'enrobage des enzymes a donc 

été réalisé sur la base des concentrations préalablement définies au laboratoire 

pour une utilisation en milieu liquide, soit 3 5 mg/1 pour la lactoperoxydase et 1 

mg/1 pour la glucose oxydase . 
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Cependant, les résultats obtenus ont m1s en évidence 1 'importance de la 

diffusion des substrats sur l'expansion de la zone d'inhibition. Ce phénomène 

avait déjà été remarqué lors de l'étude de l'efficacité antibactérienne des 

systèmes utilisant les substrats encapsulés (VI.l.2). C'est pourquoi une étude 

plus précise de la diffusion du glucose et du thiocyanate s'imposait. 

Vl.2.3. DIFFUSION DU GLUCOSE ET DU THIOCYANATE DANS LA GELOSE 

Pour mettre en évidence les limitations diffusionnelles préalablement évoquées, 

la diffusion du glucose et du thiocyanate dans un milieu TSA YE à 8 g/1, est 

étudiée. Des dosages spectrophotométriques du glucose et du thiocyanate sont 

réalisés, au cour du temps, à partir de petits disques de gélose prélevés en 

différents point d'une boîte de Petri. Ces prélèvements sont effectués à 1, 2, 3 et 

4 cm du centre de la boîte et sont appelés respectivement position 1, 2, 3 et 4 

(Figure 71). 

La position 1 correspond, à peu près, à la zone d'inhibition maximale obtenue 

avec le système « témoin » (SH) et la position 3 à celle obtenue avec les plus 

fortes concentrations en substrats pour le système « classique » (S). 

Boîte de Petri contenant 
12ml de milieu TSAYE à 
8g/l 

Figure 71 : protocole de suivi de la diffusion du glucose et du thiocyanate dans 

un milieu gélosé TSA YE à 8g/l 
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- SUIVI DE LA DIFFUS/0 N DU TH/OC Y ANA TE 

+position 1 
• position2 
/.;... position 3 
X position4 

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 

Temps (heures) 

Figure 72 : évolution de la concentration en thiocyanate au cours du temps, en 

différentes positions dans la gélose 

La concentration théorique en thiocyanate est de 16 g/1. En 4h, la totalité de 

SCN- est détectée au niveau du dépôt (Figure 72) . Cette première partie de la 

courbe correspond à la dissolution de la microbille au contact de la gélose. La 

gomme acacia ne piège pas de thiocyanate, ses résultats corroborent les études 

de dissolution réalisées précédemment. 

Après 6h de diffusion, la concentration en thiocyanate au m veau du dépôt (1) 

diminue pour augmenter en position 2. Après 16h, SCN- apparaît en position 3 

en très faibles quantités. Ensuite, il n ' est plus détecté à la périphérie de la boîte 

probablement parce que la concentration est passée en dessous du seuil de 

détection de la méthode de dosage. Après 22h de diffusion, près de 40% du 

thiocyanate reste encore au centre de la boîte (Figure 72). 
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Le thiocyanate ne diffuse pas librement dans le milieu gélosé car il n'y a pas 

d'équilibration de la concentration. Les limitations diffusionnelles du milieu 

entraînent la mise en place d'un gradient de concentration. Les zones 

d'inhibitions mesurées lorsque le thiocyanate est utilisé, comme substrat pour la 

lactoperoxydase, excèdent très rarement cette position 3 . Il est possible de 

corréler cette absence d'expansion de la zone d'inhibition à une diffusion 

limitée de SCN-. Dans la zone périphérique de la boîte, la concentration en SeN

devient insuffisante pour permettre la production de suffisamment 

d'hypothiocyanite et inhiber la croissance de la souche. Cependant, l'intérêt de 

ce phénomène est la concentration du substrat dans une zone restreinte au 

niveau du dépôt, le rendant ainsi disponible pour les enzymes qui, du fait de 

leur taille, ne diffuseront pas. 

-SUIVI DE LA DIFFUS/0 N DU GLUCOSE 

Comme pour le thiocyanate, un dépôt de glucose encapsulé dans la gomme 

acacia est réalisé au centre d'une boîte de Petri. Des prélèvements successifs 

sont effectués et le glucose est dosé par spectrophotométrie. 
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Figure 73 : évolution de la concentration en glucose au cours du temps, en 

différents point de la gélose 
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La concentration théorique en glucose est de 80 mg/1. En 6h, 100% du glucose 

est retrouvé en position 1. Il ne reste donc pas piégé dans la gomme acacia. Au 

cours du temps, la quantité de glucose au centre de la boîte diminue . Le glucose 

diffuse dans la gélose. Après 16h, il est détectable en position 3. Comme pour le 

thiocyanate, il n'est pas possible de doser le glucose à la périphérie de la boîte. 

Après 22h, la concentration résiduelle, au centre de la boîte, reste élevée, de 

1 'ordre de 80% (Figure 73). Seule une petite partie du glucose diffuse dans la 

gélose. Sa capacité à diffuser est donc plus faible que celle du thiocyanate. 

La diminution de la quantité de glucose dosée au centre de la boîte est la preuve 

que le glucose diffuse dans un milieu gélosé TSA YE à 8 g/1. Cependant, comme 

pour le thiocyanate, 1' équilibration des concentrations n'est pas atteinte après 

22h de diffusion. Suite à ces limitations diffusionnelles, la majorité du glucose 

reste au niveau de la zone de dépôt entraînant la création d'un fort gradient de 

concentration entre le centre et la périphérie de la boîte de Petri. 

Le suivi de la concentration en glucose et en thiocyanate, au cours du temps, en 

différentes positions d'une boîte de Petri contenant du TSA YE à 8gll, a mis en 

évidence la capacité de ces deux substrats à diffuser. Le thiocyanate semble 

diffuser plus facilement que le glucose. Mais dans les deux cas, la diffusion 

n'est pas libre car les concentrations ne s'équilibrent jamais dans toute la boîte. 

La mise en place de ce gradient de concentration permet de contrôler 

1 'activation du système. En effet, lorsque la glucose oxydase et la 

lactoperoxydase seront immobilisées sur le noyau, leur diffusion dans le milieu 

sera très faible. Il est donc important que les substrats restent en quantités 

suffisantes à proximité de la zone de dépôt afin d'obtenir un taux de conversion 

maximum et limiter les pertes. 
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VII. EFFICACITE ANTI-LISTERIA DES MICROBILLES DE LPS 

Toutes les compositions de noyaux n'ont pas été retenues pour le pelliculage. 

Les expériences réalisées précédemment, nous ont conduit à accepter comme 

négligeable 1' effet an ti bactérien dû à la libération de peroxyde d'hydrogène. Les 

enzymes n'ont donc pas été pelliculées sur les noyaux du type SH. Pour le LPS 

« classique » et le LPS « substitué », les enzymes sont pelliculées sur des 

noyaux Sso/Slso et S 2o0 /SI 20 o. Deux enrobages supplémentaires ont été réalisés 

sur les microbilles de LPS «classique» basées sur la composition S2oo. Les 

caractéristiques principales de chaque microbille sont récapitulées dans les 

orgamgrammes récapitulant le déroulement de l'étude (feuille jointe ou annexe 

1) 0 

Tout d'abord, la caractérisation de l'efficacité anti-Listeria monocytogenes des 

microbilles est réalisée ainsi que l'étude de l'influence de la composition du 

noyau, et de la présence d'un pelliculage secondaire. Dans un second temps, un 

spectre d'activité sera réalisé contre 7 souches bactériennes . 

VII.l. INFLUENCE DE LA COMPOSITION DU NOYAU SUR L'ACTIVITE ANTI

LISTERIA MONOCYTOGENES 

Vll.l.l. MICROBILLES DE LPS « CLASSIQUE » 

La surface de la zone d'inhibition obtenue contre Listeria monocytogenes en 

fonction de la composition du noyau est présentée ci dessous (Figure 74). 
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Figure 74 : influence de la concentration en substrats sur la surface de la zone 

d'inhibition mesurée contre Listeria monocytogenes avec les microbilles de LPS 

« classique » basées sur un noyau Sso (S 5oE) ou S2oo (S 200E), écart-types pour 

SsoE: 0.91, S2ooE: 0.68 

Les microbilles de LPS ont une activité bactéricide sur Listeria monocytogenes 

dès la plus faible concentration en substrats (S 50E). Les zones d'inhibition 

observées en fonction des concentrations en glucose et thiocyanate ne sont pas 

significativement différentes (Figure 7 4). 

La présence de tous les constituants dans la microbille réduit la surface de la 

zone inhibée. Lorsque les enzymes sont ajoutées dans la masse , 1 'inhibition 

couvre, pour S 5o et S2oo, respectivement 30 et 40 cm2 (Figure 66). Cette surface 

chute à moins d'une dizaine de cm2 lorsque les enzymes sont dans la microbille 

(Figure 74). Les enzymes étant de grosses molécules, leur diffusion dans la 

gélose est limitée. Il est donc nécessaire que le produit de la réaction , OSCN-, 

migre dans le milieu pour accroître la surface de la zone d'inhibition. Les 

études de diffusion ont montré qu'après dissolution de la microbille, la majorité 

du glucose et une partie du thiocyanate restent au niveau de la zone de dépôt. 

Ainsi les pertes dues à la diffusion sont limitées et les substrats sont disponibles 

pour les enzymes . 
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Figure 75 : évolution de la surface de la zone d'inhibition en fonction de la 

quantité de microbilles de LPS « classique » déposée 

Si la quantité de microbilles déposées au centre de la boîte augmente, dès 40 mg 

de poudre déposés, il n'y a plus de proportionnalité entre la quantité de 

microbilles appliquée et la surface de la zone d'inhibition. Le milieu est saturé, 

l'addition de substrats et d'enzymes supplémentaire ne modifie plus le gradient 

mis en place et ne permet pas d'accroître la surface traitée. 

De plus, comme précédemment, il n'y a pas de différence significative entre la 

surface inhibée avec S 50 E et avec S 200 E contenant 4 fois plus de substrats 

encapsulés (Figure 75) . 

Les micro billes obtenues sont actives et 1 Omg suffisent pour stopper 

définitivement la croissance de Listeria monocytogenes. Il semblerait que 

l'augmentation de la quantité de substrats dans le cœur de la microbille 

n'améliore pas l'efficacité de cette dernière de même que l'accumulation de 

microbilles au niveau de la zone de dépôt. 
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VII.1.2. MICROBILLES DE LPS « SUBSTITUE» 

Comme pour les microbilles de LPS « classique », la surface de la zone 

d'inhibition obtenue contre Listeria monocytogenes est calculée et reportée sur 

la figure ci-après (Figure 76). 

Zone d'inhibition 

(cm 2
) 

120h 

72h 

8h 
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Figure 76 : influence de la concentration en substrats sur la surface de la zone 

d'inhibition mesurée contre Listeria monocytogenes avec les microbilles de LPS 

« substitué » basées sur un noyau SI 5o (S1 5oE) ou Shoo (ShooE), écart-types pour 

SlsoE : 1.39, ShooE: 2.26 

Une bactéricidie est obtenue contre Listeria monocytogenes en présence de 

microbilles de LPS «substitué». La différence de zone d'inhibition obtenue en 

fonction des concentrations en iodure et en glucose n'est que très faiblement 

significative (Figure 76). 
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L'activité anti-Listeria du système est plus marquée qu'avec les microbilles de 

LPS «classique». Cependant, l'effet est très inférieur à celui obtenu lorsque les 

enzymes sont ajoutées dans la masse. L'addition de 50mg de SI 50 ou de SI 200 

inhibe la totalité de la surface d'une boîte de Petri (Figure 67). Cette surface est 

réduite de plus de 60% lorsque les enzymes sont immobilisées dans les 

microbilles (Figure 76). 
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Figure 77 : évolution de la surface de la zone d'inhibition en fonction de la 

quantité de microbilles de LPS «substitué» déposée 

Lorsque la quantité de poudre déposée vane de 10 à 60 mg, la surface 

d'inhibition augmente proportionnellement pour les microbilles SI 50 E (Figure 

77). La limitation diffusionnelle est moins marquée que pour le système 

« classique », ce qUI est en accord avec les observations précédentes. 

Néanmoins, il n'existe pas de différence significative entre les surfaces des 

zones d'inhibition obtenues avec SI 50E et SI 200 E . Il n'y a donc pas d'influence 

de la concentration en substrats. 
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En conclusion, le pelliculage de la glucose oxydase et de la lactoperoxydase sur 

un noyau de substrats encapsulés dans la gomme acacia, permet d ' obtenir une 

activité bactéricide autant en présence de thiocyanate que d ' iodure de 

potassium. Lorsque les enzymes sont immobilisées, 1 'augmentation de la 

quantité de substrats dans le cœur de la microbille n'a pas d'effet significatif 

sur la surface de la zone d'inhibition obtenue . Il est cependant possible que la 

méthode des cercles d'inhibition ne soit pas suffisamment sensible pour mettre 

en évidence cette influence. Enfin, comme en milieu liquide et dans les 

expériences précédentes, la différence d'efficacité du système en présence de 

thiocyanate ou d'iodure apparaît. Les zones d'inhibition obtenues avec un 

système lactoperoxydasique «substitué» sont plus importantes qu'avec le LPS 

« classique ». 

VII.1 .3. INFLUENCE DE LA PRESENCE D'UN ENROBAGE SUPPLEMENTAIRE 

Deux enrobages supplémentaires sont réalisés autour des microbilles S2ooE. Le 

premier à base de gomme acacia conduit à la production des microbilles S2ooEG . 

Dans un deuxième temps, ces microbilles, S2ooEG, sont pelliculées de 

carraghénane pour former les microbilles S2ooEGC. 

La gomme acacia a été retenue pour stabiliser les enzymes. Le carraghénane, par 

sa plus faible solubilité dans l'eau, transforme la microbille en microréacteur. 

Les constituants sont libérés plus tardivement dans le milieu, après que la 

réaction soit initiée. Les propriétés différentes de ces deux polymères vont 

apporter de nouvelles fonctionnalités à la micro bille. 
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L'efficacité anti-Listeria est testée tout d'abord avec 50 mg de microbilles puis 

en modifiant cette quantité entre 10 et 60 mg. L'inhibition obtenue avec les 

micro billes sans pelliculage secondaire (S 200 E) est reportée sur le graphique afin 

de faciliter la comparaison. 
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Figure 78 : influence de la présence d'un pelliculage secondaire sur la surface 

de la zone d' inhi bi ti on mesurée contre Liste ria monocytogenes avec les 

micro billes de LPS « classique » basées S2oo (S2ooE), plus gomme acacia 

(S2ooEG), plus carraghénane (S2ooEGC), écart type pour S2ooE : 0.68, S2ooEG : 

0.68, S2ooEGC : 1 

Il n'existe pas de différence significative entre la zone d'inhibition obtenue 

avec les microbilles S2ooE et celles après addition d'un pelliculage gomme 

acacia (S 200 EG). A 1' opposé , 1' addition du pelliculage de carraghénane 

(S2ooEGC) réduit la surface inhibée. Dans tous les cas , l ' inhibition est stable , 

1' absence de repousse après 120h démontre 1' activité bactéricide des micro billes 

(Figure 78). 
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L'addition du pelliculage de carraghénane retarde la libération des constituants 

de la microbille en modifiant la vitesse de dissolution. Ainsi, OSCN- est 

principalement produit au niveau du dépôt de microbille. Or, s'il apparaît que la 

concentration de 1 'agent antibactérien en un point, ne favorise pas 1 'expansion 

de la zone d'inhibition, il est probable que sur le long terme, l'effet soit plus 

marqué. Malheureusement, la méthode employée ne nous permet pas de suivre 

1 'effet au-delà de 120h. 
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Figure 79 : évolution de la surface de la zone d'inhibition en fonction du 

nombre et de la nature de 1' enrobage 

Dès 10 mg de microbilles déposées, une inhibition remarquable est obtenue. Les 

microbilles S 200 EG, possédant un second pelliculage de gomme acacia, inhibent 

une surface équivalente aux microbilles S 200 E. La surface inhibée par les 

micro billes S 200 EGC est toujours inférieure à celle obtenue avec les deux autres 

compositions et ce quelle que soit la quantité de microbilles déposée (Figure 

79). Jusqu'à 40 mg déposés, l'augmentation du nombre de microbilles 

s'accompagne de 1' accroissement de la surface d' inhibition. Au delà, les trois 

types de microbilles présentent un phénomène de saturation. Aucune 

amélioration de 1' effet n'est observable. Les micro billes sont donc présente en 

excès. 
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L'addition d'un enrobage de gomme acacia ne modifie pas l'efficacité anti

Listeria monocytogenes du système lactoperoxydasique encapsulé. Le 

comportement des microbilles S200 EG et en tout point assimilable à celui des 

S2ooE . Les microbilles pelliculées de carraghénane, S200EGC , inhibent 

systématiquement une surface inférieure. Cependant, la méthode employée ne 

permet pas de visualiser 1 'effet après 120h à 3 re. Mais, il est probable que le 

contrôle de la libération des composé a une action intéressante sur le long 

terme, les microbilles pouvant être assimilées à des réservoirs de substrats . 

VII.1.4 . DETERMINATION STATISTIQUE DES COMPORTEMENTS 

Pour rechercher les microbilles présentant un comportement microbiologique 

similaire, les résultats précédents sont comparés et analysés statistiquement. 

Pour chaque composition, une analyse de la variance est exécutée sur les 

surfaces d'inhibition obtenues avec 50 mg de micro billes déposés (Tableau 31) . 

Types Moyennes Groupes homogènes 

SlsoE 14 .89 B 

Sl2ooE 18.04 A 

SsoE 7.73 c 

S2ooE 8 .22 c 

S2ooEG 6 .77 c 

S2ooEGC 4 .3 D 

Tableau 31 : A, B, C et D : groupes homogènes déterminés par l'analyse de la 

variance par le test de Newman-Keuls (P < 0.05) utilisant 1 facteur, 6 modalités 

et 6 répétitions (StatBox, Grimmer Logiciel version 2.5, France) 
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L'analyse statistique confirme la présence de 4 groupes homogènes (Tableau 

31). Les trois compositions SsoE, S 200 E et S 200EG appartiennent au même groupe 

statistique. Avec la méthode des cercles d'inhibition, les micro billes de LPS 

« classique » ne sont pas différentiables même lorsque la concentration en 

substrats est multipliée par 4 . L'addition d'un pelliculage de gomme acacia ne 

modifie pas l'efficacité antibactérienne du système encapsulé. 

Contrairement à 1 'interprétation réalisée précédemment, 1' analyse statistique 

révèle une différence d'activité antibactérienne entre les microbilles de LPS 

«substitué », SlsoE et SI200 E (Tableau 31). Globalement, lorsque la 

concentration en substrats est multipliée par 4, la surface d'inhibition est 

augmentée d' 1/3. 

Enfin, 1' ajout du pelliculage de carraghénane (S 200EGC) aboutit à la réalisation 

de microbilles au comportement singulier (Tableau 31). L'effet antibactérien est 

moins important que pour les autres compositions mais la libération contrôlée de 

1 'agent antibactérien peut avoir d'autres répercussions que la méthode des 

cercles d'inhibition ne permet pas de visualiser. 

Après pelliculage, 4 types de micro bi lies ont donc été mrs au point, deux à 

partir du système multienzymatique « classique », faisant intervenir du 

thiocyanate, et deux à partir du système «substitué» à base d'iodure de 

potassium . Cependant, la comparaison des résultats obtenus lors des tests des 

noyaux seuls (VI.1) et ceux des micro billes est difficile. Quelque soit la 

composition, les surfaces inhibées ont chuté de plus de moitié . L'influence de la 

quantité de substrats apportée n'est plus visualisable pour les microbilles basées 

sur le modèle « classique ». Il semblerait que la méthode des cercles 

d'inhibition ne soit pas adaptée à l'étude de l'activité de nos systèmes 

encapsulés. Un ajustement de la méthode est donc testé. Pour limiter les 

limitations dues à l'établissement d'un gradient de concentration stable, les 

microbilles sont désormais saupoudrées à la surface de la boîte test. 
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VII.2. SAUPOUDRAGE DES MICROBILLES 

L'adaptation de la méthode des cercles d'inhibition est réalisée avec les 

microbilles S2ooE. 

Deux types de saupoudrage sont testés 

~ avec 10 à 50 mg de microbi1les sur toute la surface d'une boîte de Petri 

~ avec 50 mg de poudre contenant des fractions croissantes de microbilles 

S2ooE diluées dans la gomme acacia 

VII .2.1 . SAUPOUDRAGE DE QUANTITES CROISSANTES DE MICROBILLES 

Des masses de 10, 20, 30, 40 et 50 mg de micro billes S200 E sont saupoudrées sur 

la surface d'une boîte de Petri contenant Listeria monocytogenes (Figure 80). La 

surface de la zone d'inhibition obtenue est calculée puis représentée en fonction 

de la quantité de poudre saupoudrée (Figure 81 ). 

La surface inhibée avec 10 mg de poudre est équivalente à celle obtenue avec 50 

mg (Figure 81). Les zones d'inhibitions sont stables dans le temps, l'effet est 

donc bactéricide. Les surfaces des zones d'inhibition sont légèrement 

inférieures à celle mesurées lorsque les enzymes sont ajoutées dans la masse 

(Figure 66). Il semble donc que les résultats précédents, obtenus avec un dépôt 

central, sous-estiment largement le potentiel antibactérien des microbilles. 
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Figure 80: photographie des surfaces 

d ' inhibition obtenues après saupoudrage de 10 à 

50 mg de microbilles S2ooE 

Résultats & disc ussion 

180 



40 

35 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

Résultats & discussion 

0 T------.------,------,-----,,-----. 

0 10 20 30 40 50 

Masse de S200E (mg) 

Figure 81 : évolution de la surface inhibée en fonction de la quantité de 

microbilles 382 saupoudrée 

La zone d ' inhibition mesurée, avec le saupoudrage, est donc plus représentative 

de 1' effet antibactérien réel du système. Le saupoudrage des micro billes a mis 

en évidence le fort potentiel antimicrobien des microbilles. Il permet en outre, 

de réduire la quantité de micro billes nécessaire à 1 ' inhibition d'une surface 

déterminée. 

Cependant, la dispersion de très petites quantités de poudre sur une grande 

surface est difficile. La méthode est donc moins reproductible que lors du dépôt 

central. Avec 10 mg de poudre, la répartition n ' est parfois pas homogène sur 

toute la surface, laissant des zones de croissance à l'intérieur d ' une zone 

d'inhibition (Figure 80) . Pour minimiser ce problème, les mêmes quantités de 

microbilles sont diluées dans de la gomme acacia afin d'obtenir une masse fixe 

plus importante à saupoudrer. 
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VII.2.2. DILUTION DES MICROBILLES DANS LA GOMME ACACIA (GA) 

Des rapports S2ooE /GA croissants sont réalisés, 0/50, 10/40, 20/30, 40110 et 

50/0 (Figure 82). Ainsi, 50 mg de poudre sont systématiquement déposés ce qui 

limite les problèmes d'homogénéité de la répartition . La surface de la zone 

d'inhibition est calculée. 

Figure 82 : photographie des zones d'inhibition après saupoudrage de 50 mg de 
poudre contenant différents rapports de microbilles S2ooE et de gomme acacia 
(382/GA) 
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Figure 83 : évolution de la surface de la zone d'inhibition en fonction du ratio 

S2ooE /gomme acacia (GA) 

Le saupoudrage de 50 mg de gomme acacia n'interfère pas avec la croissance de_ 

Listeria monocytogenes . Lorsque des quantités croissantes de microbilles S 200 E 

sont ajoutées à la gomme, la surface de la zone d'inhibition est constante et 

équivalente à la surface obtenue avec 50 mg de microbilles pures (Figure 83). 

Les zones d'inhibition sont plus importantes quand les microbilles sont 

mélangées à la gomme probablement parce que la gomme acacia modifie 

l'écoulement de la poudre. Les microbilles seules ont tendance à s'agréger et 

lors du saupoudrage, des amas tombent à la surface de la boîte. Au contraire, 

lorsqu'elles sont diluées dans la gomme, la poudre est plus fluide et moins 

cohésive rendant la dispersion plus facile. 
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En conclusion, l'adaptation de la méthode des cercles d'inhibition avec la 

substitution du dépôt central par le saupoudrage permet de limiter 

significativement l'influence de la diffusion des composés sur la quantification 

de 1' ac ti vi té antibactérienne du système multienzymatique encapsulé. Les 

différentes expériences ont mis en évidence que 10 mg de micro billes S2ooE de 

LPS «classique» suffisent à inhiber la quasi-totalité de la surface d'une boîte 

de Petri . Cependant, la technique de saupoudrage est dépendante des propriétés 

d'écoulement de la poudre. Si la poudre est cohésive, la dispersion ne sera pas 

homogène. Les microbilles seront présentes en excès, masquant la véritable 

efficacité du système. 

VIII. INFLUENCE DU PELLICULAGE SUR LA STABILITE DU LPS ENCAPSULE 

Les travaux précédents sur 1 'influence d'un pelliculage supplémentaire, sur les 

microbilles de LPS, ont montré que : 

~ Le pelliculage de gomme acacia améliore légèrement le comportement 

rhéologique de la poudre formée par les microbilles sans modifier l'efficacité 

antibactérienne du système. 

~ Le pelliculage de carraghénane améliore 1' écoulement de la poudre. Il 

permet de contrôler la libération des composés de la microbille ce qm, sur le 

cour terme, réduit la surface inhibée mais qui, à long terme, peut prolonger 

l'efficacité du système. 

Mais l'addition d'un pelliculage sur les enzymes peut aussi augmenter leur 

stabilité. L'activité des microbilles S 200E, S 200 EG et S 200 EGC a donc été suivie 

sur plusieurs mois afin de rechercher l'impact de l'enrobage. 
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Figure 84 : activités résiduelles, en pourcentage de 1' activité initiale, des 

microbilles de LPS en fonction de la nature et du nombre de pelliculage après 

stockage à température ambiante , en flacons plastiques transparents 

Les microbilles réalisées présentent une bonne stabilité . Dans le p1re des cas , 

une perte d'ac ti vi té de moins de 3 0% peut être notée après 16 mo1s de 

conservation sans protection particulière. Les activités des trois type de 

microbilles sont relativement similaires et seuls des ébauches de différentiation 

apparaissent. Les micro billes S200EG apparaissent comme les plus stables car 

après 16 mois , aucune perte d'activité n ' est notée . Les microbilles où les 

enzymes sont directement présentent à la surface (S2ooE) amorcent une perte 

d'activité. Après 10 mois de conservation , la surface des zones d'inhibition 

devient systématiquement inférieure à celle obtenue avec des microbilles 

fraîches. Les dernières microbilles avec un pelliculage de carraghénane 

(S 200EGC) sont les plus sensibles au stockage. Après 16 mois d ' observation , les 

zones d ' inhibition mesurées deviennent significativement plus petites (Figure 

84). 
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C'est pourquoi, pour compléter 1' étude de caractérisation microbiologique, un 

spectre d'activité des micro billes a été réalisé contre 7 souches bactériennes 

communes dans les flores d'altération et de contamination des produits de la 

mer (Tableau 32). 

Noms Gram Catalase 

----
Shewanella putrefaciens + 

Pseudomonas fluorescens + 

Flavobacterium meningosepticum + 

Escherichia coli + 

Staphylococcus aureus + + 

Salmonella enterica + 

Vibrio parahaemolyticus + 

Tableau 32 : caractéristiques des souches bactériennes retenues pour tester 

1 'efficacité des micro billes de LPS 

Ces bactéries peuvent être regroupées en 4 catégories : 

{> Les souches Gram négative pathogènes : Escherichia coli et Salmonella. Ce 

sont des entérobactéries. Escherichia coli est un germe témoin de contamination 

fécale, sa présence dans le produit est réglementée par des normes quantitatives. 

Salmonella est le 1er agent impliqué dans les TIAC (Toxi Infection Alimentaire 

Collective) en France. La législation impose l'absence dans 25g de produit. 

{> Les souches Gram positive pathogènes : Listeria monocytogenes et 

Staphylococcus au reus. Staphylococcus au reus est le 2ème agent responsable de 

TIAC en France. Il est soumis à une recherche systématique et fait l'objet d'une 

tolérance normée. Listeria monocytogenes, agent pathogène aujourd'hui bien 

connu, est retrouvée dans plus de 20% des produits issus de la mer (Howgate, 

1998). 

187 



Résultats & discussion 

-<} Les souches Gram négative d'altération : Pseudomonas fluorescens, 

Shewanella putrefaciens et Flavobacterium meningosepticum appartiennent à la 

flore naturelle du poisson (Gennari et al., 1999). 

-<} Vibrio paraltaemolyticus est à classer à part car il est proche des souches 

Gram négative d'altération mais c'est un pathogène qui se retrouve très 

fréquemment dans le poisson (Howgate, 1998). 

Les tests d'activité sont réalisés avec la méthode des cercles d'inhibition basée 

sur un dépôt central de 50 mg de microbilles. Les 3 compositions S5oE, S200 E et 

S 200EG de LPS « classique » sont testées ainsi que les deux types SI 5oE, SI2ooE 

de LPS « substitué ». 

Les résultats sont présentés après 24 et 120h d'incubation à la température 

optimale de croissance de la souche. La réponse à 24h témoigne de l'efficacité 

antimicrobienne des microbilles contre la souche. Le suivi de son évolution 

jusqu'à 120h permet d'apprécier le caractère bactériostatique, bactéricide ou 

semi-bactéricide de 1' action. 

Les résultats sont classés en 5 réponses, selon la surface (S) de la zone 

d'inhibition : 

S = 0, souche résistante 

± S < 5 cm 2
, souche peu sensible 

+ 5< S< 10 cm 2
, souche sensible 

++ 10 < S< 30 cm 2
, souche très sensible 

+++ S > 30 cm 2
, souche hyper sensible 
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Souches SSOE S200E S200EG SISOE SI200E 

Sh. putrefaciens + + + +++ +++ 

Ps . fluorescens + + + + ++ 

F. meningosepticum + ++ ++ +++ +++ 

E. coli + + + + ++ 

St . aureus + + + ++ +++ 

S. ent erica + + + + ++ 

V. parahaemoly ticus + + + +++ +++ 

Tableau 33 : activités antibactériennes des microbilles de LPS après 24h 

d'incubation à la température optimale de croissance de la souche,- : S = 0, ± : 

S<S cm 2
, +: 5<S< 10 cm2

, ++ : 10 < S< 30 cm2
, +++ : S>30 cm2 

Souches SSOE S200E S200EG SISOE SI200E 

Sh . putrefaciens + + + ++ +++ 

Ps. fluor escens ± + + + ++ 

F. meningosepticum + ++ ++ ++ +++ 

E. coli + + + + + 

St. aureus + + + + ++ 

S. enterica + + + + + 

V. parahaemolyticus + + + + + 

Tableau 34 : activités antibactériennes des microbilles de LPS après 120h 

d'incubation à la température optimale de croissance de la souche, -: S = 0, ±: 

S<5 cm2
, + : 5<S< 10 cm 2

, ++: 10 < S< 30 cm2
, +++: S> 30 cm2 
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Toutes les souches testées sont sensibles aux LPS encapsulés car une zone 

d'inhibition apparaît systématiquement autour du dépôt de microbilles (Tableau 

3 3). 

Pour les microbilles de LPS «classique», S50 E, S200 E, S200 EG, composées de 

lactoperoxydase, glucose oxydase, glucose et thiocyanate, seul l'utilisation de 

Flavobacterium meningosepticum comme souche cible permet de mettre en 

évidence 1 'influence de la concentration en substrats. L'augmentation des 

quantités de glucose et de thiocyanate dans le cœur de la microbille améliore 

1 'efficacité du système . En outre, les surfaces des zones d'inhibitions obtenues 

avec S2 ooE et S2 ooEG sont toujours équivalentes (Tableau 33). La présence du 

pelliculage de gomme acacia n'interfère pas avec l'activité du système. 

Lorsque le thiocyanate de potassium est substitué par de l'iodure de potassium, 

différentes réponses apparaissent. 

Shewanella putrefaciens, Flavobacterium meningosepticum et Vi brio 

parahaemolyticus sont plus sensibles aux microbilles SI50E et SI200 E faisant 

intervenir 1' iodure de potassium comme substrat pour la lactoperoxydase. La 

variation de la concentration en substrats ne modifie pas la réponse qui est, déjà 

avec SI 50 E, très importante (Tableau 33). 

Staphylococcus aureus est aussi plus sensible aux microbilles de LPS 

« substitué » qu'à celles de LPS « classique ». Mais contrairement aux 

précédentes, l'effet est plus marqué avec ShooE qu ' avec SI 5oE (Tableau 33) . 

Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli et Salmonella enterica sont moms 

sensibles à la substitution du thiocyanate par de l'iodure. Les microbilles SI 5oE 

conduisent à la même réponse que les microbilles de LPS « classique ». Une 

légère amélioration de 1' effet est obtenu seulement pour des concentrations en 

substrats beaucoup plus importantes (Tableau 33) . 
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Dans une étude récente utilisant une méthode de dépôts de spots de solution 

antibactérienne, 1' efficacité du système lactoperoxydasique est testée contre 39 

souches (Cailliez-Grimal et al., 2002). Cette méthode dite « des spots » est très 

proche de la méthode des cercles d'inhibition utilisée dans cette étude. Des 

dépôts de 15 Jll de solution enzymatique (LPO, GOD, glucose, thiocyanate ou 

iodure) sont réalisés sur un milieu gélosé contenant la souche test. Parmi ces 39 

souches testées, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus et 

Flavobacterium meningosepticum sont plus sensibles à or qu'à OSCN-, Vi brio 

parahaemolyticus et Shewanella putrefaciens n'ayant pas été testés. Les autres 

souches présentent une réponse très similaire dans les deux cas. Ces résultats 

sont donc en accord avec ceux obtenus lors de 1 'utilisation des systèmes 

encapsulés . 

Lorsque les temps d'incubation sont prolongés, les zones d'inhibition évoluent. 

--} Pour le système LPS «classique» encapsulé, les surfaces inhibées restent 

les mêmes pour les toutes les souches, sauf Pseudomonas fluorescens (Tableau 

34).L'effet du système est donc bactéricide. Pseudomonas fluorescens est la 

seule bactérie à présenter un comportement différent en fonction de la quantité 

de substrats apportée. Les microbilles S2ooE et SzooEG sont bactéricides et SsoE 

bactériostatiques. 

--} Avec le système LPS «substitué», dans la plupart des cas, les zones 

d'inhibition diminuent au cours du temps. Les microbilles sont bactéricides 

contre Pseudomonas fluorescens sans influence de la quantité de substrats 

présentes dans les noyaux. Les microbilles SI 200E sont bactéricides contre 

Shewanella putrefaciens et Flavobacterium meningosepticum alors que les 

microbilles SI 50 E sont seulement bactériostatiques. L'effet contre 

Staphylococcus aureus et Vibrio parahaemolyticus est bactériostatique pour les 

deux compositions. Enfin, Escherichia coli et Salmonella enterica voient leur 

croissance bloquée en présence de micro billes Slz 00 E alors qu'elles sont tuées 

par SI50E (Tableau 34). 
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Le suivi de 1' évolution de la réponse au cours du temps met en évidence une 

différence importante dans le fonctionnement des systèmes « substitués » et 

« classique ». La réponse immédiate obtenue avec un système encapsulé 

utilisant l'iodure de potassium est souvent beaucoup plus importante qu'avec le 

système « classique » contenant le thiocyanate. Cependant, 1' effet est souvent 

plus transitoire. 

Dans toutes les expériences, les surfaces inhibées avec les noyaux du type SI ou 

avec les microbilles SI 5oE et SI2ooE sont plus importantes. Les constituants, plus 

particulièrement KI et IO-, semblent diffuser librement dans le milieu 

permettant un meilleur équilibre des concentrations. Le contrôle du relargage 

par 1' encapsulation est moins important qu'avec les micro billes de LPS 

« classique ». Il en résulte un effet immédiat plus conséquent mais une action 

dans le temps moindre. La substitution d'un composé dans le noyau a donc 

permis la réalisation de microbilles aux propriétés antimicrobiennes ma1s aussi 

physiques différentes, apportant ainsi de nouvelles fonctionnalités 
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Conclusion et Perspectives 

Ce travail avait pour objectif de mettre au point une formulation originale d'un 

complexe multienzymatique d'intérêt alimentaire , afin d'en faciliter l'emploi et 

favoriser son développement industriel. 

Les modèles d ' étude retenus sont basés sur l'association du système 

lactoperoxydasique à un générateur enzymatique d 'H 2 0 2 , le couple glucose/ 

glucose oxydase. Trois complexes multienzymatiques ont donc été étudiés : 

-} un complexe « témoin » permettant de quantifier 1 'effet antibactérien dû à la 

production de peroxyde d'hydrogène. Il contient la lactoperoxydase, la glucose 

oxydase et du glucose ; 

-} un complexe LPS «classique», constitué de lactoperoxydase, de glucose 

oxydase, de glucose et de thiocyanate ; 

-} un complexe LPS « substitué », où le thiocyanate est substitué par de 

1 'iodure afin de modifier l'efficacité antibactérienne du système. Il comprend 

donc la lactoperoxydase, la glucose oxydase, le glucose et de l'iodure de 

potassium. 

Le modèle choisi, la mt se au point de la procédure d' encapsulation s'est 

poursmv1e par la détermination de la conformation finale des systèmes 

encapsulés. La formulation sèche étant la plus facile à manipuler, il a été décidé 

de réaliser des microbilles constituées d'un noyau contenant les substrats 

recouverts d'un enrobage contenant les enzymes . En plus, deux pelliculages 

secondaires ont été testés afin de rechercher leur influence sur les propriétés et 

l'efficacité antibactérienne des systèmes . Le premier pelliculage est composé de 

gomme acacia et le second de carraghénane . La gomme acacia a été retenue pour 

tenter de protéger les enzymes de la dénaturation et le carraghénane pour 

mo di fi er la vi tesse de di sso 1 u ti on des micro bill es . 

La réalisation de l'encapsulation de ces 3 complexes multienzymatiques s'est 

donc déroulée en deux étapes principales : la mise au point du noyau pms 

l'enrobage des enzymes. 
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Les premiers essais de séchage du mélange glucose/ thiocyanate ont rapidement 

démontré la nécessité de l'addition d'un polymère inerte pour stabiliser la 

mixture. Pour réaliser les noyaux, trois méthodes de séchage avec production de 

particules ont été testées : la lyophilisation associée à un broyage du lyophilisat, 

l'atomisation et la granulation . Des concentrations variables de glucose et de 

thiocyanate ont été séchées. Ainsi, pour chaque complexe, 7 types de noyaux , 

présentant des rapports substrats /polymère (S/P) allant de 0 .2 à 50%, ont été mis 

au point. 

La détermination de la méthode de séchage la plus appropriée à la production 

des noyaux a été effectuée sur une composition intermédiaire avec un rapport 

S/P de 32%. Les propriétés physico-chimiques telles que la morphologie des 

particules, leur taille, l'humidité résiduelle des poudres formées ou la 

détermination de la structure chimique ont été étudiées afin de comparer les 

méthodes. Dans la procédure d' encàpsulation, la réalisation des noyaux est une 

étape indépendante du pelliculage des enzymes . Les noyaux devront pouvoir être 

stockés, transportés et manipulés facilement, sans adaptation majeure des 

installations. C'est pourquoi, 1' écoulement des poudres formées par les noyaux 

est étudié, cette propriété d'usage ayant un impact important sur 1 'utilisation 

industrielle. 

La caractérisation physico-chimique a montré que les méthodes de séchage 

conduisent à la production de particules différentes en termes de taille, de forme 

et de structure chimique. L'analyse par spectrométrie infrarouge a permis 

d'apprécier l'efficacité de l'encapsulation matricielle des substrats dans la 

gomme acacia. Enfin, 1 'étude des cinétiques de dissolution a mis en évidence 

des comportements très variables vis-à-vis de 1' eau . Les tests sur 1' écoulement 

des poudres formées par les différents types de noyaux ont montré que seule la 

granulation permet d'obtenir des particules suffisamment grosses pour avoir un 

écoulement correct. Cependant, 1' efficacité de 1' encapsulation matricielle est 

beaucoup plus faible qu'avec les deux autres méthodes. Le glucose est le 

composant majoritaire présent à la surface des particules. Il en résulte 

1' apparition de phénomènes d'agrégations et de prise en masse lors du stockage. 
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La lyophilisation permet la production de particules présentant une grande 

hétérogénéité de taille et de forme. L'écoulement de la poudre est médiocre. De 

plus le coût du procédé associé à la nécessité d'un broyage du lyophilisat est 

défavorable à 1 'utilisation industrielle. Enfin, 1' atomisation est méthode la plus 

facile à extrapoler à l'industrie. Le principal point négatif est la présence 

importante de poussières. De ce fait, la poudre a un mauvais écoulement et une 

tendance à fuser. Elle est facilement mise en mouvement par l'air ce qui peut 

poser des problèmes de santé publique et de manipulation. Toutefois, Les 

particules atomisées sont sphériques et 1' encapsulation matricielle des substrats 

dans la gomme acacia est bonne. Elles présentent la plus faible cinétique de 

libération des substrats ce qui est intéressant pour contrôler l'activation du 

système enzymatique. C'est par conséquent sur un compromis entre les 

avantages et les inconvénients de chacune des trois méthodes qu'a été choisie 

1' atomisation. 

C'est donc sur les noyaux obtenus par atomisation que les enrobages des 

enzymes ont été réalisés ainsi que ceux à base de gomme acacia et de 

carraghénane. 

Comme pour les noyaux, les propriétés physico-chimiques des microbilles ont 

été étudiées sur une composition intermédiaire, de même 1 'influence de la 

présence d'un pelliculage supplémentaire sur 1 'écoulement de la poudre formée. 

Les enrobages de gomme acacia et de carraghénane améliorent significativement 

l'écoulement des poudres. Au contraire, 1 'addition seule des enzymes à la 

surface de la microbille favorise les interactions interparticulaires. La poudre 

devient plus cohésive et son écoulement mauvais. 

La spectrométrie infrarouge a perm1s d'apprécier la qualité des pelliculages à 

base d'enzymes, de gomme acacia et de carraghénane et 1' étude des cinétiques 

de dissolution ont mis en évidence le rôle de régulation que joue le 

carraghénane. 
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Les microbilles sans carraghénane ont des cinétiques de libération des substrats 

similaires. Par contre, le dernier type de microbilles présente une cinétique de 

libération contrôlée par 1' enrobage de carraghénane. Les substrats sont retenus 

plus longtemps à l'intérieur de la microbille. L'addition de cet enrobage amène 

donc de nouvelles fonctionnalités à la microbille. 

La dernière étape de la caractérisation des micro billes repose sur 1' étude de 

1 'ac ti vi té an ti bactérienne des trois complexes multienzymatiques encapsulés. 

Les premiers tests ont été réalisés contre Listeria monocytogenes, puis contre 7 

souches communément rencontrées dans les flores de contamination et 

d'altération. 

Les essais réalisés avec les noyaux seuls ont montré que 1 'encapsulation 

matricielle des substrats ne limitait pas l'activation des enzymes. L'effet 

antibactérien dû à la production de peroxyde d'hydrogène est tout à fait 

négligeable. L'inhibition observée avec le thiocyanate ou 1 'iodure de potassium 

résulte donc de l'activation de la lactoperoxydase. De plus, la substitution du 

pseudohalogénure SCN- par l'halogénure r améliore significativement 

l'inhibition contre Listeria monocytogenes. L'effet observé en milieu solide est 

donc bien corrélé à celui obtenu classiquement en milieu liquide. 

Lorsque les enzymes sont pelliculées, les microbilles sont ac ti v es contre 

Listeria monocytogenes, et contre les sept souches bactériennes testées. 

L'encapsulation du LPS est donc un succès. Comme précédemment, la 

substitution de SCN- par r améliore l'efficacité du système contre Listeria 

monocytogenes, Shewanella putrefaciens, Flavobacterium meningosepticum, 

Vibrio parahaemolyticus et Staphylococcus aureus. Le pelliculage de gomme 

acacia n'interfère pas avec l'activité antibactérienne du système encapsulé. A 

l'opposé, le carraghénane réduit la surface inhibée. Mais, si elle est plus petite, 

la zone d'inhibition est stable dans le temps. 
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La méthode utilisée ne nous permet pas de smvre 1' évolution des zones au-delà 

de 120h d'incubation. Lorsque le temps d'observation se prolonge, les 

conditions de croissance des souches se modifient et l'inhibition observée n'est 

plus seulement la résultante de la production d'agent antibactérien mais aussi de 

la dégradation des conditions de culture. Il serait donc intéressant d'adapter la 

méthode pour visualiser cette action dans le temps, par exemple, en travaillant 

dans une enceinte à humidité contrôlée. Cependant, dans tous les cas, la surface 

inhibée, avec les microbilles, est beaucoup plus petite du fait de la restriction 

des enzymes au niveau de la zone de dépôt. 

L'adaptation de la méthode des cercles d'inhibition a mis en évidence l'intérêt 

du saupoudrage des microbilles afin de ne pas saturer la zone de dépôt. Le 

saupoudrage est d'autant plus efficace que les micro billes possèdent un 

enrobage autour des enzymes ou sont diluées dans une poudre inerte présentant 

un bon écoulement, comme de la gomme acacia. Cette dernière condition permet 

en plus, de réduire fortement la quantité de microbilles nécessaire à l'inhibition 

d'une surface donnée ainsi que le coût industriel du traitement. 

Il est, d'autre part, apparu que l'addition d'un enrobage supplémentaire à celui 

des enzymes est nécessaire pour obtenir des particules aux propriétés 

satisfaisantes et que la nature de cet enrobage peut être changée, comme dans le 

cas du carraghénane, pour modifier les caractéristiques de la microbille. Il serait 

alors possible d'associer à la solution de polymère une nouvelle substance 

antibactérienne comme une bactériocine. Ainsi, la microbille présenterait un 

mode d'action en deux temps. Tout d'abord, la libération des bactériocines 

présentes en surface puis plus tardivement l'activation du LPS encapsulé 

lorsque la microbille est totalement dissoute. Le choix d'une bactériocine 

présentant une activité antibactérienne différente de celle du LPS, permettrait 

d'élargir le spectre d'action de la microbille. 
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En conclusion, ce travail a abouti à la réalisation d'une micro bille contenant le 

système lactoperoxydasique et un générateur enzymatique de peroxyde 

d'hydrogène. Cette microbille est active contre les principales souches de 

contaminations et d'altérations . L'encapsulation stabilise le système qui, après 

plusieurs mois de stockage, conserve plus de 80% de son activité initiale. Sa 

formulation sous forme d'une poudre sèche facilite son emploi car le complexe 

devient plus aisé à manipuler. Aucun mélange préalable des constituants n'est 

nécessaire. Les rapports de concentrations au sein de la microbille sont 

modulables permettant ainsi de modifier 1' efficacité antibactérienne en fonction 

du résultat souhaité . La poudre est dépourvue de fine et de poussière, sa 

manipulation n'entraîne donc pas de risque d'allergie. Son écoulement est 

correct permettant un emploi dans des systèmes de transport automatisés. Enfin, 

la réalisation à l'échelle pilote des noyaux puis des pelliculages montre que le 

procédé est parfaitement applicable à l'industrie . 

Mais parallèlement, le concept de la microbille est intéressant car il peut 

facilement être appliqué à d'autres complexes multienzymatiques hydrophiles. 

En effet, la substitution du thiocyanate par de 1 'iodure de potassium montre que 

la microbille est modulable. La gomme acacia choisit comme matrice inerte 

stabilise les composés hygroscopiques. De plus, les procédés mis en œuvre sont 

doux et peuvent donc être appliqués à des enzymes thermosensibles. 

Plusieurs améliorations peuvent cependant être réalisées. 

Tout d'abord, lors de la première étape de réalisation du noyau, la poudre 

granulée était intéressante en termes de taille, de forme, d'humidité et 

d'écoulement. Cependant, sa faible encapsulation matricielle, nous a fait 

préférer 1' atomisa ti on comme rn éthode de séchage afin de 1 imiter 1 es pro b 1 èmes 

d'agglomération . 

199 



Conclusion et Perspectives 

Malheureusement, la poudre atomisée présente un défaut majeur de par la petite 

taille des particules constitutives et la présence importante de poussière . Il 

pourrait donc être intéressant d ' utiliser des sécheurs multiples effets pour 

produire les noyaux. Ces sécheurs combinent une phase d'atomisation à une 

étape de granulation en continu avec recyclage des fines . Ainsi, il serait 

possible de ne retenir que les points positifs de chacune des deux méthodes . La 

solution étant tout d'abord atomisée, 1' encapsulation matricielle des substrats 

sera similaire à celle observée dans cette étude. Ensuite , la granulation conduira 

à un e augm entation de la taille moyenne des particules tout en supprimant les 

poussières. La poudre ainsi obtenue présentera les avantages des poudres 

granulée et atomisée sans leurs inconvénients . 

Ce travail s'est surtout intéressé à la réalisation et à la caractérisation des 

microbilles de LPS. Cependant, lors de l'optimisation des quantités d'enzymes 

en vue du pelliculage, il a été démontré qu ' une concentration de 1 mg/1 de 

glucose oxydase est excessive pour le système « substitué ». Les différents 

résultats de microbiologie laissent penser qu'il en est probablement de même 

pour la lactoperoxydase . C'est pourquoi, il serait intéressant de réaliser de 

nouvelles micro billes avec des quantités d'en z ymes réduites. Le test de leur 

activité antibactérienne contre Listeria monocy togenes permettrait de déterminer 

le rapport glucose oxydase/lactoperoxydase offrant le meilleur compromis entre 

1 e co û t et 1 ' e ffi c ac i t é . 

Enfin, les résultats obtenus sur milieu synthétique nous encouragent à réaliser 

des tests microbiologiques sur un modèle alimentaire . Les essais préliminaires 

initiés sur des fi lets de saumon frais sont prometteurs. Mais , la caractérisa ti on 

de la qualité d'un produit alimentaire tel qu'un filet de poisson, ne se limite pas 

à un dénombrement de la flore bactérienne . Il serait intéressant de rechercher 

1 'impact du LPS encapsulé sur les propriétés texturales ou organoleptiques du 

produit. 
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Cette étude a pem1is la mise au point d'une microbille sèche, modulable, contenant un 
système antimicrobien naturel, multienzymatique complet (enzymes et substrats). La 
microbille est à activité contrôlée, activée par le contact d'une surface humide. Le système 
lactoperoxydasique (LPS) associé à un générateur enzymatique de peroxyde d'hydrogène à 
été choisi comme modèle d'étude. L'activité antimicrobienne a été testée contre Listeria 
monocytogenes et contre 7 souches d'altération et de contamination des produits marins. La 
microbille a été produite en deux phases : la réalisation et la caractérisation des noyaux 
contenant les substrats puis le pelliculage des enzymes et de deux enrobages de régulation 
autour de ces noyaux. Différentes concentrations des composés ainsi que des variantes du 
système multienzymatique modèle ont été testées. Plusieurs méthodes de production ont été 
éprouvées et le choix résulte de l'étude des propriétés physico-chimiques des noyaux et des 
microbilles. L'atomisation s'est révélée la méthode la plus adaptée à la production des noyaux 
et les études de dissolution et d'activité anti-Listeria ont mis en relief l'intérêt de l'addition 
d'un enrobage supplémentaire de régulation. Les microbilles se sont avérées actives contre 
toutes les souches bactériennes testées et la fonnulation mise au point a permis une bonne 
stabilisation des activités enzymatiques. Ce travail présente donc un double intérêt. Il a tout 
d'abord démontré la faisabilité de l'encapsulation du LPS qui, ainsi stabilisé, peut trouver de 
multiples applications en industrie agroalimentaire, cosmétique ou chimique. De plus, le 
concept de la microbille est intéressant car il peut facilement être extrapolé à d'autres 
combinaisons enzymatiques. 

" Encapsulation of enzyrnatic systems for food industry " 

· Our research is aimed at developing one dried modular microbead, which contains a natural 
antimicrobial complete multienzymatic system (enzymes and substrates). The microbead 
activity can be controlled, and the bead can be activated when interacting with a wet surface. 
The lactoperoxydase system (LPS), associated with an enzymatic generator of hydrogen 
peroxide, has been chosen as a model. Antibacterial activity has been tested against Listeria 
monocytogenes and 7 alteration or contamination strains of fish products. The microbead has 
been produced in two steps: first, preparation and characterisation of cores containing the 
substrates; and second, coating of the enzymes and two regulating layers around these cores. 
V arious concentrations of components as weil as several enzymatic models have been tested. 
A series of methods for microbead production has been studied and as a result the 
consequence of physic-chemistry studies of cores and microbeads have been carried out. 
Spray drying has been proved to be the most efficient method for core production. Dissolution 
tests and anti-Listeria activities have emphasized the importance of the regulating coating. 
The microbead appeared to be active against ali bacterial strains tested and the obtained 
formulation provided a good stabilisation of the enzymatic activity. In conclusion, this 
research has a double interest. First, it shows the encapsulation feasibility of LPS, which in 
this form can find a lot of industrial applications in food, cosmetic or chemical industries. 
Secondly, the microbead concept itself is also of interest because it can be easily extrapolated 
to any other enzymatic combinations. 




